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RESUMEN
En condiciones de baja presión de oxígeno, las células llevan a cabo un programa adaptativo
dirigido por el factor de transcripción inducibie en hipoxia HIF. Nuestro grupo ha observado que la
hipoxia induce el aumento de los niveles intracelulares de ácido fosfatídico en paralelo a la acumulación
del factor HIF, y que ambos son inhibidos de manera dramática tras el tratamiento con el inhibidor
específico de diacilglicerol quinasa R59949. En este trabajo hemos estudiado el mecanismo de acción de
este agente farmacológico y para ello hemos analizado su acción sobre los elementos conocidos de la ruta
canónica de la hipoxia. Nuestros resultados demuestran que el efecto inhibidor sobre la regulación de HIF
se debe a que este agente es capaz de activar las hidroxilasas de HIF y favorecer por tanto la interacción
VHL-HIF y la posterior degradación vía proteosoma. Diferentes evidencias experimentales nos llevan a
estas conclusiones. En primer lugar la inhibición en la acumulación tanto de HIF-1 como de HIF-2 se
produce sin afectar a los niveles de mRNAs. El efecto inhibitorio no se observa en células deficientes en
la proteína VHL, indicando se requiere esta proteína para que el R59949 bloquee la acumulación de HIF.
En ensayos de actividad prolina hidroxilasa observamos que es capaz de aumentar la actividad tanto en
:ondiciones de normoxia como de hipoxia (1%O2)- Ello implicaría una mayor hidroxilación de HIF y en
:onsecuencia de unión a VHL. Nuestro trabajo también sugiere que la actividad asparaginil hidroxilasa
FIH podía ser activada por este agente, dado que encontramos que la expresión de genes dependiente de
HIF se anulaba en la presencia de R59949- Por lo tanto, el conjunto de nuestros datos indica que R59949
:s el primer activador descrito para las hidroxilasas de HIF y esto resulta de gran interés dado que hasta el
«omento sólo han sido descritos inhibidores para estas enzimas. Dados los efectos de la expresión y
ictivación de HIF en la progresión tumoral y resistencia de las células cancerígenas al tratamiento, la
'.arcterización de nuevos inhibidores de HIF es de crítica importancia.
Under low oxygen conditions, cells develop an adaptative program governed by Hypoxia-
nducible factor (HIF). We have previously reponed that hypoxia induces the intracellular leve! of
ihosphatidic acid in parallel to HIF protein accumulation, and that both are dramatically inhibited after
reatment with the specific DGK inhibitor R59949. In the present work we have studied the mechanism of
ction of this pharmacological agent and for this purpose we have analysed its action upon the canonical
ivpoxia pathway. Our results demónstrate that R59949 treatment is able to stimulate HIF-hydroxylases
ctivities and therefore enhancing VHL-HIF ¡nteraction and subsequent degradation by the proteosome.
)ifferente evidences led us to these conclutions. First of all, R59949 inhibits HIF-1 and HIF-2 protein
:vel accumulation without affecting their mRNAs. The inhibitory effect is not observed in VHL deficient
ells, indicating that the presence of VHL is neccesary for R59949 to block HIF accumulation. In
ddition, we found that R59949 was able to stimulate prolyl hydroxylase (PHD) activity at normoxic
onditions as well as at hypoxia (T%O2). These results would implícate a greater HIF hydroxylation and
íerefore, an enhanced VHL-HIF binding. Our work suggests that asparaginil hydroxylase FIH could also
e activated by this agent as we found that HlF-dependent gene expression was abolished in the presence
f R59949. Finally, taken together these results reveal R59949 as the fírst activator of HIF-hydroxylases.
his is of particular interest since only inhibitors for these enzymes have been described so far.
onsidering the effects of HIF expression and activation on tumor progression and resistance to cáncer
eatment, the characterization of novel HIF-inhibítors is of critical importance.
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ABREVIATURAS
in
ARNT: Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator, Translocador nuclear del receptor para
aril hidrocarburos
Itl l l l l basic-helix-loop-helix, básico, hélice-vuelta-hélice
CAD: C-terminal Transactivation Domain, Dominio C-termina) de Transactivación
CREB: cyclic AMP Response Element-Binding protein, Proteína de unión a elementos de respuesta
a AMP cíclico
DAG: Diacylglycero\, Diacilglicerol
DGK: Diacylgiycerol Kinase, Diacilglicerol Kinasa
EPAS. Endoíhelial PASprotein (HIF-2), Proteína PAS endotelial (HIF-2)
EPO: Erythropoietin, Eritropoyetina
ERK: Extracelullar signal regulated kinase, Kinasa regulada por señales extracelulares
FIH: Factor Inhíbiting HIF-1, Factor inhibidor de HIF-1
HIF: Hypoxia-inducible factor, Factor inducible por hipoxia
HMEC:Human Microvasculature Endothelial Cells, Células endotealiales humanas de
microvasculatura
HRE: Hypoxia- response element, Elemento de respuesta a Hipoxia
HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells, Células endoteliales de la vena de cordón
umbilical
IGF: Insiüin-like Growth Factor, Factor de crecimiento similar a la insulina
IGFB: Insulin-like Growth Factor Binding Protein, Proteína de unión a IGF
11-1: Interleukin-1, lnterleukina-1
INK: Jun NH¡ -terminal kinase, Kinasa de la región NH2 -terminal de Jun
VIAPK: Mitogen activatedprotein kinase, Proteína kinasa activada por mitógenos
uTOR: mammaliam Target OfRapamycin, Diana en mamíferos de la rapamicina
VAD: N-terminal Transactivation Domain, Dominio N-terminal de Transactivación
VLS. Nuclear localization signal, Señal de localización nuclear
DDD: Oxygen-dependent degradaüon domain, Dominio de degradación dependiente de oxígeno
*A: Phosphatidic Acid, Ácido Fosfatídico
*AJ-1: Plasminogen-activator inhibitor-1, Inhibidor del activador del plasminógeno
*AP: Phosphatidic Acid Phosphatase, Fosfatasa de Ácido Fosfatídico
*C: Phosphatidylcholyne, Fosfatidücolina
'HD: Prolyl hydroxylase domain containing protein, Proteína que contiene un dominio prolina
idroxilasa
'I3K: Phosphatydil inositol 3 kinase, Fosfatidil inositol 3 kinasa
'KC: Protein Kinase C, Proteína Kinasa C
'LC: Phospholipase C, Fosfolipasa C
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PLD: Phospholipase D, Fosfolipasa D
PP-1-. Proteinphosphatase-I, Proteína Fosfatasa 1
ROS: Reactive oxygen species. Especies reactivas de oxígeno
üM: Sphyngomyelin, Esfingomielina
5MS: Sphyngomyelin Synthase, Esfingomtelina Sintasa
TAD: Transactivation Domain, Dominio de Transactivación
TGFp: Transforming Growth Factor /?, Factor de crecimiento de transformación P
TLC: Thin Layer Chromatography, Cromatografía en capa fina
TNFa: Tumor Necrosis Factor a, Factor de necrosis tumoral a
/EGF: Vascular Endothelial Growth Factor, Factor de creciemiento del endotelio vascular
/SMC: Vascular Smooth Muscle Cells, Células de músculo liso vascular
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1. LA HIPOXIA CELULAR
La estabilidad de la biosfera requiere un delicado balance entre la producción de O2 por
las plantas y su utilización por los organismos, desde bacterias a los humanos. Durante los
últimos billones de años, una gran parte del diseño de la evolución se ha centrado en el
desarrollo de procesos metabólicos altamente regulados que exploran la versatilidad química de
esta abundante y permeable molécula. Su habilidad para aceptar electrones permite al O2 el
participar en reacciones de oxidación-reducción necesarias para la combustión de los
compuestos orgánicos y así obtener energía metabólica. Esto tiene lugar en la cadena
respiratoria que se encuentra en la mitocondria y está conservada en todos los organismos
eucariotas. Igualmente se han desarrollado importantes rutas para defender a los organismos y a
sus células de¡ daño producido por compuestos activados de oxígeno como los peróxidos,
superóxidos y radicales hidroxilo. Por lo tanto, la homeostasis del oxígeno deber ser mantenida
de manera muy precisa y son necesarios programas génicos que respondan apropiadamente a
alteraciones en la tensión de O2 intracelular de manera específica de tejido y del momento del
desarrollo en que se encuentre el organismo.
Aunque las células son cultivadas en el laboratorio a una concentración de O2 constante
en el ambiente del 21%, que corresponde a una PO2 de aproximadamente 150mmHg (torr) al
nivel del mar, las células del cuerpo humano están expuestas a continuos cambios y
concentraciones mucho menores, que van desde 16% (100 torr) en los alveolos pulmonares a
menos del 6% (40 torr) en la mayoría del resto de los órganos del cuerpo. Cuando la
disminución en el aporte de oxígeno afecta a todas la células de un organismo, la situación se
denomina hipoxia sistémica y se caracteriza por la disminución de la cantidad de oxígeno en la
>angre. Esto ocurre en lugares situados a gran altitud, donde la disponibilidad de O2 a nivel
atmosférico está disminuida, en situaciones de anemias o patologías asociadas a la
íemoglobina, en las que está afectado el correcto transporte del oxígeno en la sangre,en
;nfermedades pulmonares crónicas, hemorragias, etc. En estos procesos se inducen genes
:ncargados de optimizar la cantidad de O2 que llega a los tejidos. Se favorece la producción de
:ritropoyetina (EPO), que promueve la maduración y proliferación de progenitores eritroides
Jelkmann, 1992); se regula la homeostasis del hierro (transferrina, ceruloplasmina), ya que es el
actor más limitante en eritropoyesis (Wenger, 2002), y se aumentan los niveles de tirosina
'idroxilasa, lo que conlleva un incremento de la síntesis de dopamina en las células glómicas y
>or lo tanto un aumento de la frecuencia respiratoria y cardíaca (Bunn and Poyton, 1996). Por
'tro lado, hay procesos en los cuales se genera un reducción localizada de los niveles de Oí
orno el desarrollo embrionario, el interior de tumores sólidos en crecimiento, y en procesoso de
squemia cerebral o infarto de miocardio. Estas situaciones dan lugar, si se producen en el
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cerebro, a una regulación de la excitabilidad neuronal por la alteración de la conductividad de
sus canales iónicos, y en el resto del organismo, al aumento en la expresión de genes (factor de
crecimiento del endotelio vascular,VEGF {Semenza, 2000c), su receptor, Flt-1, la endotelina-1
(Bergers and Benjamín, 2003; Semenza, 2003) destinados a la formación de estructuras
vasculares para restablecer el flujo sanguíneo en la zona, mediante procesos de angiogenesis y
vasculogénesis. Por último en situaciones de hipoxia celular, la producción deficiente de ATP
en la mitocondria es compensada por la inducción de la expresión de genes implicados en el
catabolismo de la glucosa, tales como transportadores específicos y enzimas glicoliticas (Firth et
al., 1994; Firth et al., 1995; Semenza et al., 1996).
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Figural. Esquema de los procesos fisiopatoloJÍicos regulados por la hipoxia. Respuesta
celular a la hipoxia sistémica y a ta hipoxia local y celular.
2. MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA RESPUESTA
CELULAR A LA HIPOXIA.
La presión de oxígeno parcial local representa el mayor regulador de la homeostasis del
oxigeno, con mecanismos moleculares sensores de oxígeno a nivel celular. Estos sistemas se
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han mantenido conservados evolutivamente y están presentes en la gran mayoría de tipos
celulares estudiados. Son capaces de detectar un amplio rango de disminuciones en la tensión
parcial (desde hipoxia moderada hasta anoxia). Esto es importante porque muchas respuestas
adaptativas son anticipatorias para prevenir o retrasar la llegada de la hipoxia más severa.
El factor de transcripción inducible en hipoxia (HIF) es el factor central en toda la
respuesta a hipoxia y muchos de las vías de transducción de señales que se ponen en marcha lo
regulan de una u otra manera. Esto se detallará más adelante.
A) CANALES IÓNICOS
La respuesta más inmediata del organismo a la hipoxia es modulación de la actividad de una
serie de canales iónicos en células excitables. La disminución en la tensión de oxígeno provoca
instantáneamente la inhibición aguda y reversible de ciertos canales de potasio. La inhibición
de las corrientes de potasio produce una despolarización de la membrana celular, lo que
estimula la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje y la consecuente suelta de
neurotransmisores que va a producir le descarga quimiosensorial. Las neuronas del sistema
central tienen estos canales de potasio que son inhibidos reversiblemente por la hipoxia (Jiang
and Hadad 1994), además, los requerimientos de ATP de las bombas iónicas disminuyen por el
bloqueo de los canales. Por lo tanto la actividad neuronal y la excitabilidad se regulan
directamente en respuesta a la disponibilidad de Oj. También se encuentran estos canales en las
:élulas glómicas y cromafines del cuerpo carotideo y (Bunn and Poyton, 1996; Lopez-Barneo et
al-, 1997; López-Barneo et al., 1999) en miocitos de las arteriolas pulmonares. La
despolarización de estas células promueve un aumento de la ventilación y de la vasoconstricción
pulmonar, respectivamente. Recientemente se ha descrito que la hemoxigenasa-2 es parte del
:omplejo del canal y el sensor de oxígeno que modula la inhibición en hipoxia (Williams et al.,
2004).
C) ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ROS)
-a señalización por el estrés oxidativo se ha implicado en la iniciación de transcripción génica
isí como en otras respuestas adaptativas como el precondicionamiento isquémico en varios
Esternas. Existe una gran controversia respecto a si la hipoxia promueve un aumento o una
lisminución de los ROS. Por una parte, se propone un modelo según el cual las enzimas
generadoras de ROS, como el complejo del citocromo b558/NADPH oxidasa, actuarían como
ensores celulares de oxígeno, disminuyendo la producción de ROS en hipoxia (Acker and
Vcker, 2004).
Por otro lado, el grupo de Schumacker ha descrito que la hipoxia en cardiomiocitos
'romueve el aumento de ROS (Duranteau et al., 1998). Según este modelo habría una
.eneración de ROS a nivel del complejo del citocromo c mitocondrial en hipoxia. La cadena
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mitocondrial es un sistema de alta afínida que mantien el flujo de electrones a través de la
citocromo c oxidasa constante por debajo de un valor de PO2 de lmmHg. Por lo tanto, el rango
de tensiones cubierto por !a sensibilidad de la mitocondria es pequeño. El aumento de ROS
mitocondriates en hipoxia se ha descrito que induce la fosforilación de p38 en cardiomiocítos
(Kulisz, 2002), así como el factor de transcripción CHOP-10 en adipocitos (Carriére, 2004).
En hipoxia se ha descrito la activación de factores de transcripción regulados por
oxidación-reducción como NFkB, la hipoxia induce la expresión de IL-ó y COX-2 por
activación de este factor ert ciertos tipos celulares (Muraoka et al., 1997; Schmedtje et al.,
1997). Además, se ha descrito un aumento de la expresión y unión al ADN de ciertos miembros
de la familia AP-1 como c-Jun ó c-Fos (Ausserer et al., 1994) (Alfranca et al., 2002).
QCASCADAS DE QUINASAS
La activación de distintas rutas de quinasas se ha descrito que tiene un papel en la regulación de
genes por hjpoxia, así como en la adaptación de la célula a esta situación.
La ruta de las MAP quinasas: ERK se activa por hipoxia en diversos tipos celulares,
como en la línea de feocromocitoma PC 12, en células HeLa, en la línea de microvasculatura
endotelial humana HMEC-1 o en fibroblastos de arteria pulmonar (Conrad et al., 1999a; Conrad
et al., 1999b; Minet et al., 2000; Muller et al., 1997; Scott et al., 1998). En fibroblastos
vasculares su activación media el efecto proliferativo de la hipoxia mientras que en células
HeLa la activación de ERK parece estar relacionada con la inducción transcripcional de c-fos.
Su activación está asociada con el efecto cardioprotector del precondicionamiento hipóxico.
Por otro lado se han estudiado las quinasas de estrés como p38 y JNK. Ambas se
activan por hipoxia, pero sólo en determinados tipos celulares (cardiomiocitos, modelos de
isquemia cardiaca y cerebral o fibroblastos de arteria pulmonar) (Chihab et al., 1998; Laderoute
et a!., 1999; Scott et al., 1998; Seko et al., 1997; Yin et al., 1997), y en muchos casos sólo en
situaciones de isquemia seguida de reperfusión. p38 se activa por hipoxia en PC 12 e inhibe
progresión en el ciclo celular, lo que puede ser un mecanismo adaptativo en células en división.
Estas kinasas no se han relacionado directamente con la activación de HIF, salvo en un trabajo
ín el que se describe la fosforilación in vitro de HIF por p38 tras infección por el herpesvirus
'elacionado con el sarcoma de Kapossi (Sodhi et al., 2000).
Por último, la ruta de PI3 quinasa se activa por hipoxia en algunos tipos celulares como
-lep3B ó PC 12 (Hirota and Semenza, 2001). El mecanismo por el cual la hipoxia la activa es
desconocido. Se ha descrito que puede jugar un papel en la supervivencia durante deprivación
le suero junto con la hipoxia (Álvarez-Tejado et al., 2001). Asimismo, la ruta de P13K parece
-er la responsable de la inducción de ciertos genes dependientes de HIF asociados a la
ransformación de fibroblastos por el oncogen Ras, y operativa en células de glioblastoma
leficientes en PTEN (Chen et al., 2001; Zundel et al., 2000).
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Por otra parte se ha descrito que la hipoxia promueve la fosforilación de CREB en
células PC 12 por una kinasa desconocida, cooperando en el reclutamiento del coactivador
p300/CBP (Beitner-Johnson and Millhom, 1998; Ebert and Bunn, 1998).
3. LA RUTA CANÓNICA DE LA RESPUESTA A HIPQXIA:
HIF- HIDROXILASAS-VHL-HIF
La inducción del factor de transcripción inducible en hipoxia o HIF (hypoxia-inducible
factor) es la respuesta mejor caracterizada y más universa! ante situaciones de hipoxia (Huang
and Bunn, 2003). El gran impacto de HIF en la biología de la célula se refleja en que el número
de genes que se estima que se inducen por hipoxia es de un 1-2% de todos los genes humanos;
alrededor de 70 se han identificado hasta ahora como dianas de HIF.
31 HIF-HIDROXILASAS
El descubrimiento de las HIFa prolil-4-hidroxilasas y la asparaginil hidroxilasa FIH
(hidroxilasas de HIF) y su implicación en las regulación de la estabilización así como de ta
actividad transcipcional de HIF, ha permitido el establecer un consenso genera! en cuanto a la
aceptación de las PHDs y FIH como los sensores celulares de oxígeno.
Las hidroxilasas de HIF, son dioxigenasas (incorporan los dos átomos del oxígeno
molecular en sus productos) y pertenecen al gran grupo de enzimas que usan 2-oxoglutarato
'intermediario del ciclo de Krebs) como co-susttato, el hierro como metal activante y el ácido
iscórbico como cofactor. Durante la catálisis, la ruptura del oxígeno molecular está acoplado a
a hidroxilación del sustrato (HIF) y a la decarboxilación oxidativa del 2-oxoglutarato para dar
¡uccinato y CO2. Un átomo de oxígeno se incorpora en el alcohol que resulta de la oxidación del
primer sustrato y el otro es incorporado en el succinato. Las oxigenasas dependientes de 2-
>xoglutarato son la mayor familia de enzimas dependientes de Fe2+ sin contener un grupo
iemo, que usan un motivo conservado de dos histidinas y un carboxílato (en el caso de las
lidroxilasas de HIF un aspártico) para coordinar el hierro en el sitio catalítico. También
conservan una arginina para la unión del 2-oxoglutarato. La unión del oxígeno al dominio
catalítico requiere que el ascórbico mantenga a! hierro en su estado ferroso (Schofield and
tatcliffe, 2004).
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Figura 2. Mecanismo de acción de FIH sobre la asparagína 803 de HIF.
En condiciones de deprivación de oxígeno o de competición por análogos del sustrato,
las hidroxilasas de HIF permanecen inactivas. Los mismos efectos se obtienen con quelantes de
hierro, o cambio del hierro en el sitio activo por metales de transición, Son muy sensibles
también a alteraciones en las concentraciones de cofactores y de concentración de sustrato
(Wiener 1996 y Zhong 1999). Consistente con est3 hipótesis, las concentraciones fisiológicas de
ascorbato (25-50 nM) están por debajo del valor la Km de las PHDs para él (140-170uM),
sugiriendo que se pueden producir alteraciones significativas en la actividad PHD por cambios
ai las concentraciones de ácido ascórbico en la célula.
En mamíferos se han clonado tres isoformas diferentes de prolil hidroxilasas, que se han
ienominado PHDs por "prolyl hydroxylase domain containing" y que presentan una alta
lomologia con las correspondientes enzimas de otras especies (Egl9 en C.elegans y SM-20 en
"ata) (Bruick and McKnight, 2001; Epstein et al., 2001). Las tres isoformas tienen una
ocalización subcelular diferente, siendo la PHD1 predominantemente nuclear, frente al patrón
átosólico que presentan tanto la PHD2 como la PHD3 (Huang et al., 2002; Metzen et al.,
Í003a). Aunque ubiquas, las PHDs difieren en la abundancia relativa de sus mRNA.
Recientemente ha sido descrito que la hipoxia produce un incremento en los niveles del ARN
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mensajero de la PHD2 y PHD3 en diversos tipos celulares (del Peso et al. 2003; Berra et al.,
2003; Epstein et al., 2001). Estudios realizados mediante el uso de RNA de interferencia frente
a cada una de las PHDs sugieren que PHD2 es la principal responsable de controlar los niveles
de HIF-1 en normoxia al menos en condiciones de cultivo celular. Otros investigadores
proponen el papel de PHD3 regulando los niveles de HIF-1 a tras una exposición de largo
tiempo en hipoxia (5-6 días), Asimismo, la afinidad relativa de las distintas PHDs por cada una
de las prolinas de HIF así como una posible regulación diferencial de cada una de las isoformas,
están siendo objeto de estudio. Todos esto sugiere funciones no redundantes para cada PHD en
distintas condiciones fisiológicas o patofisiológicas pero hasta el desarrollo de animales
deficientes en cada una de ellas no se podrá determinar con exactitud. Poco se sabe a cerca de su
implicación en patologías como neoplasias.
Un cuarto miembro de la familia de las dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y
hierro que interviene en la regulación de HIF es la asparagina hidroxilasa FIH (de "factor
ínhibiting HIF") (Hewitson et al., 2002; Lando et a!., 2002a). La hidroxilación de la asparagina
503 en HlF-1a y la asparagina 851 en HIF-2a regula la actividad transcripcional del factor (se
explicará en detalle más adelante) (Lando et al., 2002b). FIH no presenta el residuo conservado
ie arginina/lisina que tienen otras dioxigenasas para unión del 2-oxoglutarato, incluidas las tres
5HDs, lo que sugiere que pertenece a otra subfamilia de las dioxigenasas dependientes de 2-
ixoglutarato. Además, no se ha definido un consenso para la hidroxilación de asparagina
lunque la secuencia alrededor de ella está muy conservada entre especies. Los niveles de esta
:nzima presente en la célula son independientes de la concentración de oxígeno, su localizadión
:s ubicuoa y se encuentra en el citoplasma mayoritariamente.
Se han realizado ensayos de hidroxilación de HIF por extractos celulares y PHDs
ecombinantes, en condiciones controladas de concentración de oxígeno. Aunque es una medida
n condiciones in vitro, la Km aparente para cada una de las PHDs se ha calculado en e¡ rango
le 230-25O)j.M. La constante de afinidad de estas enzimas para el O2 es muy alta en relación con
as rangos de tensión de oxígeno fisiológicos en tejidos, ío que implica que trabajan en
ondiciones de no equilibrio, presentado una alta sensibilidad a los cambios del oxígeno,
'equeños cambios en la concentración de oxígeno resultan en cambios pronunciados en la
eSocidad de reacción y por lo tanto en la degradación de HIF. Cumplen así los requisitos para
ctuar como sensores de oxígeno Este resultado contrasta con la actividad procolageno-prolil
idroxilasa que tiene una Km de 40uM, lo que permite la síntesis de colágeno incluso a las
ondiciones fisiológicas de O2 más bajas, como las que se dan en las articulaciones, La Km
ara la asparaginil hidroxilasa FIH es de
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3.2 EL GEN SUPRESOR DE TUMORES VHL.
La proteína VHL forma parte de un complejo E3 ubiquitín ligasa que contiene
elonguina B, elonguina C, Cul2 y Rbxl (Kaelin, 2002). Este complejo une de manera covalente
colas de ubiquitina a las subunidades a de HIF en presencia de oxígeno, lo que sirve de señal
para que sean degradadas por el proteosoma. VHL contiene dos dominios, el a es con el que se
une a las elonguinas y a Cul2 y el p, con el que interacciona directamente con el ODD de las
subunidades a de HIF (Ohh, 2000; Kamura, 2000). VHL es una proteína ubicua y que se
encuentra en varios compartimentos. A parte de HIF, VHL se une a otras proteínas algunas de
las cuales pueden ser dianas de poliubiquitinización, como miembros de la familia de PKC
atípicas (Okuda et al., 2001), y subunidades específicas de la RNA polimerasa II (Kuznetsova et
al., 2003).
Clínicamente el síndrome de von Hippel-Lindau es una enfermedad hereditaria
heterocigótica autosómica dominante que se caracteriza por el desarrollo de múltiples tumores
vasculares llamados hemangiomas en el sistema nervioso central y la retina, así como un
incremento en el riesgo de cáncer de células claras del riñon y de feocromocitomas (Safran and
Kaelin, 2003). El desarrollo de tumores está asociado a la pérdida somática del alelo
conservado. Los tumores deficientes en VHL presentan HIF estabilizado constitutivamente y
por tanto sobreexpresan genes dependientes de HIF. En células de carcinoma renal la re-
expresión de VHL es necesaria y suficiente para la destrucción de HIF-a en presencia de
oxígeno, pero es plausible que en otras células haya redundancia con otros complejos E3
ubiquitín ligasa (Kaelin, 2002).
3.3 EL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN INDUCIBLE EN HIPOXIA, HIF.
A) DOMINIOS ESTRUCTURALES Y MIEMBROS DE LA FAMILIA HIF
El factor de transcripción HIF es un heterodímero formado por las subunidades a y
3 que pertenecen a la familia de factores de transcripción bHLH PAS, ya que presentan un
iominio conservado tipo bHLH y otro dominio PAS también mantenido evolutivamente (de alta
lomología con los factores Per, ARNT, Sitn) (Wang et al., 1995a). Los heterodímeros ap1 unen
i un dominio de DNA denominado HRE (hypoxia responsibte element) que se encuentra en un
implio número de promotores. La subunidad p, también conocida como ARNT, se expresa de
nanera constitutiva en el núcleo (Huang 1996). En las subunidades a es donde recae la
egulación de la proteína. Existen tres tipos de subunidades a, codificadas por genes diferentes
Wenger, 2002), HIF-1 a, HIF-2a o EPAS-1 y HIF-3a (Gu et al., 1998). Se han descrito
lomólogos en especies tan alejadas en la escala evolutiva como Drosophila y C.etegans. HIF-
« y HlF-2a comparten un 48% de homología de secuencia y presentan muchas similitudes de
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estructura y funcionales. Los mecanismos de regulación de estas dos subunidades son similares
(ver más adelante), sin embargo, no existe un fenómeno de redundancia génica, ya que los
embriones deficientes para ambos factores son letales y no llegan a término (lyer et al., 1998;
Kotch et al., 1999; Ryan et al., 1998). Las características funcionales y de regulación de HIF-3a
de momento son poco conocidas.
HIF-la
HIF-p
626
870
774
Figura 3. Estructura de las subunidades de HIF.
Los dominios bHLH PAS se encuentran en la zona N-terminal, estos dominios están
implicados en la unión al ADN a través de residuos básicos, así como en la heterodimerización
entre miembros de esta familia (Jiang et al., 1996a). En la mitad más C-terminal del factor
existen dominios implicados en la transactivación y en la degradación, uno en posición N-
terminal (NAD) localizado entre los residuos 531-575 de HIF-la y otro en posición C-terminal
(CAD) entre los aminoácidos 786-826, entre ellos se encuentra el domino y un dominio único
de degradación dependiente de oxigeno (ODD), 401-603 (Huang et al., 1998).
B)REGULACIÓN DE HIF POR HIPOX1A
La expresión de los genes de las subunidades a y P y la estabilidad de sus RNA
mensajeros, no se ven afectados por el porcentaje de oxígeno disponible. Sin embargo, la
estabilización y la actividad de las las subunidades a se regulan estrechamente según los niveles
ie oxígeno en el ambiente.
Degradación de HIF-a
Las subunidades a de HIF son proteínas muy inestables en condiciones de normoxia,
*>n una vida media de 5 minutos, dado que sufren una rápida degradación por la vía del
íroteosoma, mientras que su estabilización se incrementa fuertemente en situaciones de hipoxia
Huang et al., 1996). En normoxia las subunidades a de HIF interaccionan a nivel del dominio
con la proteína VHL, componente de reconocimiento del complejo E3 ubiquitín ligasa
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responsable de la poliubiquitinización y posterior degradación dependiente del proteosoma de
las subunidades a de HIF (Huang et al., 2002; Maxwell et al., 1999). Esta degradación puede
tener lugar tanto en el núcleo como en el citoplasma (Berra et al., 2001). VHL reconoce las
subunidades a de HIF a través de dos sitios independientes que contienen el motivo común
LXXLAP, presentes tanto en HIF-lacomo en HIF-2a (Huang et al., 2002). Para que tenga
tugar la interacción entre VHL y los factores HIFs se requiere la hidroxüación de un residuo
específico de prolina dentro de esta secuencia (Ivan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001). Las
prolinas hidroxiladas corresponden a las posiciones 564 y 402 para HIF-1 y en posición 531 y
405 para HIF-2. La introducción del átomo de oxígeno en la prolina en posición 4, media la
formación de dos puentes de hidrógeno con VHL (Ser 111 y His 115) suficientes para permitir
la discriminación entre HIF hidroxilado y no hidroxilado. La hidroxüación de estas prolinas de
HIF se ha atribuido a las PHDs. En hipoxia decae la actividad prolina hídroxilasa, de forma que
desaparece la interacción entre pVHL y las subunidades a de HIF y se produce un fuerte
aumento en los niveles de su proteína. Se acumula HIF-la y se transloca al núcleo gracias a la
existencia de dos secuencias de localización nuclear (NLS) (Ka!lio et al., 1998). Una vez en el
núcleo, la subunidad a interacciona con ARNT y se forman los heterodímeros a/p.
Activación Transcripcional de HIF
La activación transcripcional es otro paso clave implicado en la regulación de la
actividad de HIF (Huang et al., 1998). Dentro de la región C-terminal de HIF existen dos
dominios de transactivación. El CAD está altamente conservado, es estable per se, pero su
actividad transcripcional se induce por hipoxia. El aumento de la actividad del CAD en estas
condiciones se ha atribuido a la unión del coactivador p300/CBP por su dominio CH1 a esta
zona C-terminal de la subunidad a. p300 y CBP son proteínas homologas y expresadas
ubiquamente, tiene actividad histona acetiltransferasa y son reclutadas por muchos factores de
transcripción. Funcionan con coactivadores ya la acetilación de histonas modula la estructura de
la cromatina, facilitando el acceso de los factores de transcripción a un determinado locus
?énico para aumentar la actividad transcripcional. Esta unión p300/HlF está regulada por la
lidroxilación de un residuo de asparagina en posición 803 de HIF-la y 851 de HIF-2a (Lando
:t al., 2002b). Esta hidroxüación está catalizada por FIH (Hewitson et al., 2002; Lando et al.,
Í002a) Así, en normoxia la asparagina 803 hidroxüada impide la unión de p300/CBP al CAD
le HIF-la, , en hipoxia se inhibe FIH por la ausencia de oxígeno, con lo que se potencia la
mión de p300/CBP a la región C-terminal y se aumenta la expresión génica de genes diana de
1IF. Esto permite un segundo paso de regulación de HIF, ya que moléculas que escaparan de la
egulación por las PHDs, serían inactivas transcripcionalmente por la acción de FIH.
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Las células no sólo perciben cambios radicales en la concentración de oxígeno, sino
también cambios más sutiles. Las PHDs y FIH han sido caracterizados como los sensores de
oxígeno aunque no tengan las mismas Km para el 02 y para los análogos del 2-oxoglutarato. La
Km de FIH para el oxígeno y el 2-oxoglutarato son sistemáticmente menores que las de las HIF
prolyl-4-hydroxylasas. Esto sugiere que el estrés nutricional e hipóxico (cambios en la
disponibilidad de O2 y/o glucosa) afectaría primero a las actividades de las PHDs y se
requeriría un descenso mayor para disminuir la actividad FIH. Por lo tanto, en respuesta a una
bajada menor en la concentración de 02 , los niveles de HIF-la aumentarían pero manteniendo
inhibición de la transcripción por FIH. Un mayor disminución en la concentración de O2 se
requeriría para reducir la actividad de FIH y permitir una máxima unión de p300 y una máxima
estimulación de la actividad de HIF.
Acetilación de HIF por ARD-1
La proteína ARDÍ (arrest-defective 1) es un miembro de la gran y diversa superfamilia
de las acetiltransferasas, que incluye las acetiltransferasas de histonas. La acetilación de HIF-1
se ha propuesto como una modificación postraduccional importante en la estabilización de HIF
(Jeong et al., 2002) La acetüación por ARDÍ en la Usina 532 del domino ODD, parece
favorecer el reclutamienro de pVHL y así la degradación de HIF por el proteosoma. Por la tanto
ARDÍ sería un regulador negativo de HIF y lo haría menos estable. LA actividad N-
acetiltransferasa no se conoce que sea modificada por el O2! así que esta modificación ocurriría
tanto en hipoxia como en normoxia. Sin embargo sí que se ha descrito una bajada de los niveles
de ARDÍ mRNA en hipoxia o en presencia de cloruro de cobalto, con lo que el nivel de
acetilación de HIF-1 disminuiría tras la exposición a la hipoxia. ARDÍ es una proteína
citosólica, luego esta modificación ocurriría en el citosol.
QREGULACIÓN DE HIF INDEPENDIENTE DE OXÍGENO
Además de la regulación de HIF-1 por hipoxia, se han descrito otra serie de estímulos
capaces de inducir dicho factor. Los múltiples puntos de control que regulan HIF pueden
depender del ambiente celular en un momento en particular dentro de diferentes situaciones
fisiológicas o patológicas. La existencia de HIF-1 en tejidos normóxicos sugiere que se pueda
requerir la presencia de HIF para mantener la expresión basal de genes esenciales. Así, se han
descrito diferentes rutas de modulación de HIF:
Metales de transición
Se descrito que células expuestas a metales de transición como el cobalto, el níquel y el
zinc (Masson and Ratcliffe, 2003; Safran and Kaelin, 2003; Zhu and Bunn, 2001) estabilizan
HIF en condiciones de normoxia así como el aumento de su actividad transcripcional y por lo
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tanto ia expresión de sus genes diana. Tanto el níquel como el cobalto o el zinc sustituyen al ion
férrico, cofactor de las PHDs, en el centro activo del enzima, inhibiendo por tanto su actividad
enzimática. Recientemente se ha descrito que el tratamiento de las células con niquel o cobalto
bloquea la entrada a la célula de ácido ascórbico, co-factor de las PHDs. En ausencia de
ascórbico el FeNI no puede ser reducido a Fell tras la reacción de hidroxilación y por lo tanto
las PHDs permanecen inactivas (Salnikow et al., 2004).
Especies reactivas de Oxígeno.
Se ha demostrado que algunas citoquinas y factores de crecimiento generadores de ROS
como el TNF-a, PDGF, angiotensina II (Sandau et al., 2001b) (Zelzer et al., 1998) (Richard et
al., 2000; Semenza, 2002) aumentan ios niveles de HIF y de sus genes diana, pero no está muy
claro cómo. En este sentido se ha descrito recientemente (Gerald et al., 2004) que la
acumulación de H2O2 en células junD -/- disminuye la disponibilidad de Fell debido a la
reacción de Fenton y por lo tanto reduce la actividad de las PHDs y aumenta los niveles de HIF.
De esta manera, regulando las PHDS, podrían estar actuando sobre HIF ios ROS procedentes de
otras fuentes, incluso los generados durante la hipoxia.
Factores de crecimiento.
HIF también aumenta en respuesta a estímulos entre los que se encuentran ciertos
factores de crecimiento (EGF; FGF2, PDGF, HGF) (Richard et al., 2000; Semenza, 2002), asi
como múltiples citoquinas u hormonas (TNFa, Il-Ip, insulina, IGF-1,2, angiotensinall,
trombina, TGF-p1!, suero) (Sandau et al., 2001b) (Richard et al., 2000) (Gorlach et al., 2001)
(Zeizer et al., 1998) (Jung et al., 2003a; Jung et a)., 2003b; Zhou et al., 2003). Sin embargo, la
expresión de HIF en respuesta a estos estímulos está limitada a ciertos tipos celulares muy
específicos, sobre todo relacionados con un contexto endotelial o vascular (HUVEC, H-MEC,
VSMC, e t c . ) . La mayoría de estos estímulos induce la ruta de PI3Kinasa/AKT/mTOR así
como la cascada de MAP Kínasas. Se ha descrito que la fosforilación de HIF-1 a por diferentes
miembros de la familia de las MAPK tiene un efecto positivo sobre su actividad transcripcional
(Salceda et al., 1997; Wang et al., 1995b). Sin embargo, los sitios de fosforilación por estas
rutas no han sido caracterizados y pueden representar un mecanismo de regulación de HIF
restringido a determinados tipos celulares o estímulos específicos.
Si la estimulación con estos factores tiene o no algún efecto sobre la actividad PHD se
iesconoce por el momento, aunque previamente se ha descrito la regulación de ciertas PHDs
X)r varios estímulos como NGF o estrógenos en determinados tipos celulares (Lipscomb et al.,
2001; Sethet al., 2002).
Oncogenes
En el seno de muchos tumores sólidos se induce la expresión de HIF, no sólo
nicroambiente hipóxico que existe en la mayoría de tumores, sino también por diversas
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alteraciones génicas como la pérdida de función de ciertos genes supresores de tumores, como
vhl, p53 ó pten, así como a la activación de ciertos oncogenes, como v-ras o c-src, (Semenza,
2000a; Semenza, 2000b). Asimismo, se ha descrito que la transformación oncogénica con Ha-
ras aumenta los niveles de HIF a través de la ruta de PI3K. (Chen et al., 2000; Mazure et al.,
1997). La expresión del oncogen v-src aumenta los niveles de proteína por un mecanismo que
implica aumento del ARN mensajero de HIF-la (Jiang et al., 1997). El oncogen c-myc actuaría
directamente sobre ciertos elementos de respuesta a hipoxia (HRE), promoviendo su
transcripción (Shim et al., 1997). También, se ha descrito para ras así como para v-src un
mecanismo alternativo de estabilización de HIF que implica la inhibición de las PHDs {Chan et
al., 2002). Por último, se ha observado un aumento de la síntesis de diversos factores de
crecimiento y citokinas, así como de sus correspondientes receptores, en diversos tipos de
células tumorales (Maxwell et al., 2001). Estos factores actuarían positivamente sobre HIF a
través de las rutas indicadas anteriormente. (Semenza, 2001a). El gen supresor de tumores, p53,
se ha implicado en la elevada expresión de HIF-la en tumores, de modo que los tumores
negativos para p53 (-/-) presentan niveles de HIF superiores a los de tumores p53 positivos
(+/+) (Ravi et al., 2000). En este contexto, p53 promueve la ubiquitinizaición de HIF-la a
través de MDM2, otra E3 ubiquitín ligasa.
D)GENES REGULADOS POR HIF
HIF es el principal regulador de la respuesta génica a la hipoxia. Los genes diana de
HIF codifican para proteínas que desarrollan un papel crítico en diversos procesos
fisiopatológicos. HIF regula positivamente la expresión de genes implicados en el metabolismo
de la glucosa (transportador de glucosa glut-1, o diversas enzimas glicolíticas, como la lactato
deshidrogenasa), asegurando así la generación de ATP en hipoxia de manera independiente de
la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Aunque muchos de los genes regulados
positivamente por HIF promueven proliferación celular (IGF-2, IGFB 1,2 y 3), si se produce
algún fallo que impida la correcta adaptación a hipoxia, puede tener lugar un proceso de muerte
celular por apoptosis. De hecho, HIF-1 se ha implicado en la promoción de apoptosis en
condiciones de hipoxia crónica (Carmeliet et al., 1998) y el gen promotor de apoptosis nip3 se
induce por HIF-1 (Tabla I). Otro de los procesos regulados por HIF es el transporte de hierro a
los eritrocitos, se aumenta tanto la expresión de transferrina como de su transportador. También
se induce la ceruloplasmina, que es una ferroxidasa requerida para oxidar el hierro de manera
que pueda ser transportado por la transferrina. El sistema vascular está muy finamente regulado
por O2. VEGFs el principal gen diana de HIF implicado en el sistema vascular, es el mitógeno
de endotelio más potente. HIF también parece regular a Fltl, uno de los receptores para VEGF.
El aumento de la angiogénesisda lugar a un aumento de la densidad vascular y por lo tanto a una
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Figura4. Genes reguladas por HIF
disminución en la distancia de difusión del oxígeno. El flujo sanguíneo local bajo
situaciones patofisiológicas es controlado también por la modulación del tono vascular con la
producción de NO (inducible NO sintasa), CO (hemo oxigenasa 1), endotelina-l y
adrenomedulina todos los cuales son inducidos por HIF.
Dado el elevado número de genes dependientes de HIF y su implicación en los procesos
indicados, no es sorprendente que su desregulación suponga la aparición de diversas
alteraciones y patologías como la isquemia cerebral y miocárdica, la hipertensión pulmonar o la
progresión del crecimiento tumoral. (Bruick, 2003; Schofield and Ratcliffe, 2004; Semenza,
2001b; Semenza, 2002). La implicación de HIF en todos los procesos anteriormente
mencionados, hacen de él un candidato potencial para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas. De hecho, existen ya varias aproximaciones que se basan en la activación o
mhibición de HIF para mejorar ciertas situaciones patológicas. De este modo, se están
impulsando dos tipos de terapias. Por un lado, el desarrollo de fármacos que inhiban HIF, o sus
genes diana como VEGF, Flt-1, etc, sería aplicable al tratamiento contra el crecimiento tumoral.
Para este tipo de patologías, la creación de fármacos que activen las PHDs también tendría una
gran aplicación. En el lado opuesto estarían las terapias proangiogénicas, interesantes en
patologías asociadas a isquemia y falta de riego sanguíneo, como el infarto de miocardio o
diversas enfermedades vasculares periféricas. En este caso, la generación de fármacos
activadores de HIF favorecería la formación de nuevos vasos y el restablecimiento del flujo
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anguíneo hacia las áreas afectadas. Se ha discutido el posible riesgo de inducir tumores que
endría este tipo de terapia. Sin embargo, hoy por hoy no se ha demostrado que la presencia de
-1IF per se sea suficiente para promover tumorogénesis. Además, una administración local y de
:orta duración del tratamiento, podría minimizar en parte este riesgo. Dentro de estas
¡strategias, se incluye el uso de inhibidores de la actividad PHD, que bloquearían la unión de
v'HL a HÍF, favoreciendo la activación del factor. De forma que e! desarrollo de este tipo de
~ármacos abre un nuevo campo dentro del horizonte terapéutico relacionado con HIF (Safran
ind Kaelin, 2003; Warflecke et al., 2003).
i. PAPEL DE LOS FOSFOLÍPIDOS DE MEMBRANA EN LOS
MECANISMOS PE TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES,
Los fosfolipidos de membrana por un lado son componenetes estructurales
imprescindibles para mantener la entidad celular y por otro juegan un papel esencial en los
mecanismos de Señalización intracelular. Un gran número de estímulos celulares modifican
estos fosfolipidos de piembrana dando lugar a moléculas derivadas de naturaleza lipídica que
funcionan como segundos mensajeros intracelulares (Manifava et al., 2001). Dos de los
mensajeros lipidíeos generados en respuesta a diferentes estímulos son :
D1ACILGLICEROL (DAG)
Este segundo mensajero se genera por la acción enzimática de la fosfolipasa C sobre
fosfatidilinositoles (PI-PLC). Es respuesta a hormonas, factores de crecimientos y otros
agonistas, estas actividades PLC rompen la estructura del fosfolípido generando por un lado
DAG y por el otro el resto de la molécula, inositol trifosfato (Nishizuka, 1992). Uno de los
efectos mejor caracterizados de la generación de DAG en membrana es la activación alostérica
de ciertas isoformas de PKC (clásicas y novel) por unión directa a sus dominios Cl. De modo
que el DAG se ha implicado en diversas funciones celulares dependientes de PKC como
crecimiento celular, diferenciación o reorganización del citoesqueleto. Mientras que el DAG
producido por la ruta de PIP2 es rápidamente metabotizado, así que la activación prolongada de
la PKC depende de una ola de producción más tardía de DAG procedente de la acción
coordinada de la Fosfolipasa D (PLD) y la Fosfatasa de Ácido Fosfatídico (PAP). Además,
podría proceder de la acción directa de una putativa PLC de PC, (Hodgkin et al., 1998) que
generaría DAG y colina-fosfato (C-P) a partir de PC, o bien de la reciente clonada actividad
Esfmgomielina Sintasa (SMS), que generaría DAG y esfingomielina (SM) a partir de PC y
ceramida (Cer). La actividad PC-PLC ha sido caracterizada extensamente en bacterias, pero aún
no se han clonado en células de mamífero, de modo que su existencia radica en el uso de un
compuesto químico, D609, descrito como inhibidor de estas actividad así como de la SMS en
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lacterias (Ito et al., 2002; Preuss et al., 2001; Schutze et al., 1992). Cada uno de los DAG
>rocedentes de las distintas fuentes, están espacial y funcionalmente separados. Por otro lado, el
DAG sirve de sustrato a la DGK para generar otro segundo mensajero de gran interés, el PA.
ÁCIDO FOSFATÍDICO (PA)
Este metabolito se ha implicado en la resíntesis de fosfatidilinositoles consumidos tras
a activación por PLC, biosíntesis de fosfolípidos y la remodelación de la membrana (Manifava
;t al., 2001). Tiene también un papel esencial como segundo mensajero lipídico en
ieterminados procesos biológicos como la regulación de fosforilación de proteínas, la
rolimerización de actina o modulación del tráfico vesicular (Cross, 1996). El PA puede
íriginarse, además de por las rutas de biosíntesis, por hidrólisis de PC por la fosfolípasa D
PLD), la PLD actúa sobre la fosfatidilcolina generando por un lado PA y por otro colina (Exton
1997), así como por la fosforilación del DAG por acción de la DGK. Por último, el PA puede
derivar del ácido lisofosfatídico (LPA) por acetilación de éste. En términos de señalización es
importante tener en cuenta no sólo la cantidad de PA generado por estas diversas fuentes (la
mayoritaria es la PLD) sino además la localización subcelular de ese PA originado, que puede
afectar a su vez a la distribución de las distintas proteínas diana de PA. Las proteínas que regula
el PA y sobre las que ejerce su papel de segundo mensajero son diversas kinasas y fosfatasas
como SHP-1 (Frank et al., 1999), Raf-1, cuya activación en respuesta a factores de crecimiento
requiere PA (Rizzo et al., 1999), mTOR, componente crítico de la señalización dependiente de
mitógenos, (Fang et al., 2001), la proteína fosfatasa 1 (PP-1) (Kishikawa et al., 1999),
fosfatidilinositol 4 fosfato 5 kinasas (Jenkins et al., 1994), el isotipo C, de PKC (Limatola et al.,
1994), e t c . .
DIACILGLICEROL KINASA (DGK)
Esta actividad cataliza la fosforilación de diacilglicerol (DAG) para dar lugar a ácido
fosfatídico (PA) y por lo tanto modula el balance DAG/PA(Sakane and Kanoh, 1997; Topham
and Prescott, 1999; van Blitterswijk and Houssa, 1999). Es un atenuador de las señales
dependientes de DAG, ya que disminuye los niveles de DAG y por tanto atenúa la activación de
PKCs y de otros efectores inrracelulares dependientes de DAG (van Blitterswijk and Houssa,
2000). Es una familia de enzimas bien conservada, se encuentran en especies tan distintas como
Drosophila, plantea y mamíferos. Se ha encontrado actividad DGK en bacterias, pero sin
homología con las anteriores y aparentemente no implicada en señalización. En mamíferos se
han descrito 9 isoformas, a parte de diversos splicing alternativos, que difieren en su estructura
primaria, especificidad por el sustrato y distribución tisular. Todas conservan en su estructura un
dominio catalítico conservado y dos dominios ricos en cisteínas necesarios para la actividad. En
PKCs un motivo similar sirve para unir esteres de fórbol o DAG, puede que en DGK sirva para
presentar el DAG al dominio catalítico. Los otros dominios funcionales permiten clasificarlas en
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inco clases distintas, probablemten permitirán una regulación diferencial de cada tipo. Aunque
i explicación más sencilla a la existencia de múltiples isoformas de DGK es la redundancia de
us efectos, las diferencias estructurales entre los distintos subtipos, así como los distintos
iatrones de expresión tisular, sugieren que estas diferentes isoenzimas deben estar implicadas
n múltiples rutas de señalización y funciones celulares relacionadas, pero no solapantes
Sanjuan et al., 2001).
Las DGK fosforilan in vitro distintos DAG con los ácidos grasos en posición 1 y 2 del
ilicerol, no si están en posición 1 y 3, ni monogliceroles ni ceramida, pero no parecen mostrar
specificidad hacia diferentes DAG, excepto la e que es específica para araquidonoil DAG.
'uede que la especificidad la dé su Jocalización subcelular, compartímentalización o
iccesibilidad al sustrato. El mecanismo de activación no está claro y depende de cada isotipo,
-.a. translocación a membrana es parte del mecanismo de activación, se ha descrito para la
soforma a pero no es suficiente, puede que requieran de fosforilaciones o de interacción con
)tras proteínas. Los agentes farmacológicos R59949 y R59022 inhiben in vitro las enzimas
aurificadas, pero sólo las de tipo I (Jiang et al., 2000). Aunque pudiera parecer que se unen al
iominio EF, característico de este isotipo, parece ser que se unen específicamente al sitio
:atalítico.
El papel de la DGK en los mecanismos de señalización intracelular permanece bastante
iesconocido. Por una parte implicada en atenuar la señalización mediada por el DAG y por otro
promueve mecanismos de señalización propios. El uso de inhibidores específicos ha empezado
a clarificar el papel de esta enzima en señalización.
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Los objetivos de este trabajo se han dirigido a caracterizar cuál es el mecanismo de acción
de los agentes farmacológico R59949 y D609 sobre la inhibición de la acumulación de las
isoformas a de HTF en hipoxia. Para ello hemos estudiado su efecto sobre los diferentes elementos
que componen la ruta canónica de la hipoxia:
1) Análisis de la transcripción de los genes de las isoformas a de HIF así como del
papel de la proteína VHL en la inhibición de la acumulación de HIF por la inhibición
farmacológica del ácido fosfatídico.
2) Caracterización del efecto de los agentes sobre la hidroxilación de HIF y por tanto
sobre la interacción VHL-HIF. Papel de las prolina hidroxilasas.
3) Estudio de la transcripción dependiente de HIF tras el tratamiento con los agentes
farmacológicos R59949 y D609. Posible efecto sobre la asparagina hidroxilasa FIH
que regula la actividad transcripcional de HIF.
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/. Cultivos celulares y condiciones de hipoxia.
.as células de riñon embrionario humanas 293-T, así como las UMRC, RCC y 786-0, derivadas de
;arcinomas renales humanos, se crecieron en medio RPMI 1640 con GLUTAMAX-I (Life
Technologies Ltd.) en presencia de suero de ternera fetal al 10% (FCS) (Labtech International Ltd,
*Voodside, LJ. K). Las células Hela de cérvix de cuello de útero se crecieron en medio mínimo
:sencial Dulbecco (Biochrom KG, Berlín, Alemania) y 5% de suero. Todas se crecieron
utinariamente en condiciones de 95% aire/ 5% CO2 (condiciones de normoxia) a 37°C. Para
;xponer las células a hipoxia se situaron en una cámara hermética con válvulas de entrada y salida
;n la que se insufló una mezcla de gases en proporción 1% O2, 5% CO2, 94% N2 (S.E.Carburos
Metálicos S.A., Madrid, España) o bien se situaron en una estación de trabajo para hipoxia (in-vivo
100 hypoxia workstation (Ruskinn Technology, West Yorkshire, U.K)) durante un tiempo variable
Je 5 a 6 horas. En todos los experimentos las células se sembraron a un nivel de confluencia de
;ntre el 70 y el 90%. En aquellos ensayos en los que se utilizaron inhibidores químicos, éstos se
iñadieron 60 minutos antes de someter las células a otros tratamientos. Los ensayos realizados con
R59949 Calbiochem (La Jolla, CA) se llevaron a cabo en ausencia de FCS, ya que este compuesto
se inactiva en presencia de suero. Los experimentos con D609 (Sigma) se realizaron con FCS al
10%.
2. Western Blot.
Para los experimentos de Western Blot, proteínas procedentes de lisados celulares totales se
resolvieron mediante electroforesis, usando geles de poliacrilamida-SDS entre el 8-10%. Las
proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Biorad, CA), que se bloqueó con TBS-
T (50mM Tris pH 7.6, 150mM NaCl, 0.1% Tween-20) con 5% de leche en polvo y se incubó
durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos correspondientes. Los anticuerpos utilizados fueron
los siguientes: monoclonal frente HIF-la (Transduction Laboratories), monoclonal y policlonal
rente HIF-2a (Novus Biologicals), monoclonal frente a la proteína pVHL (Transduction
aboratories), monoclonal frente oc-tubulina de Sigma y monoclonal frente Sp-1 de Santa Cruz.
Los anticuerpos secundarios correspondientes, acoplados a peroxidasa se adquirieron de Pierce y
Amersham-Pharmacia Biotech. La unión del anticuerpo fue detectada por quimioluminiscencia
Rendada ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, New Jersey, USA) o Supersignal
st Femto (Pierce) y visualizada con un analizador digital de imagen (FUJIFILM LAS-1000
CH).
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J. Determinación de los niveles de RNA mensajero. Q-RT-PCR:
Inmediatamente después de los tratamientos correspondientes, las células se recogieron en lml del
reactivo Ultraspec (Biotecx; Houston, Tx, USA). El ARN total se extrajo y fue cuantificado; se
controló su integridad mediante electroforesis en geles de agarosa. A continuación, se
retrotranscribió a cDNA (Improm-11 reverse transcriptase; Promega) lug del ARN total de cada
muestra. Se utilizaron de 1 a 3 yd de las muestras de cDNA como molde para las reacciones de
amplificación, llevadas a cabo con el kit "LC Fast Start DNA master SYBR Green I". (Roche
Applied Science) según las indicaciones del fabricante. Las amplificaciones de PCR se realizaron
con un sistema Light Cycler System (Roche Applied Science) y los datos se analizaron con"Light
Cycler software 3 versión 3.5.28" (Idaho Technology Inc.). Con fines de análisis, cada uno de los
genes amplificados fue clonado, y se generó una curva patrón usando cantidades conocidas del
producto clonado. El número de copias del gen de interés en cada muestra se extrapoló de la
correspondiente curva patrón por el software indicado. Para cada muestra se determinó este valor
por duplicado y el número de copias del gen se normalizó por la cantidad de p-actina. Los primers
usados han sido descritos previamente por otros autores PHDs, HIF, HIF (Cuevas et al., 2003)
ARDÍ (CHIN
4. Generación plásmidos recombinantes.
Para la generación de las construcciones que codifican para el dominio de unión a ADN de GAL4
(aminoácidos del 1 al I47)(GAL4DBD) en fase con las secuencias de aminoácidos 530-582 ó 775-
826 de la subunidad a de HIF-1, amplificamos estas secuencias mediante PCR con oligonucleótidos
contenían extremos BamHI usando como material sobre el que amplificar un vector de
expresión para HIF-1 a (generosamente cedido por el Dr. E.Huang; Brigham&Women's Hospital,
Harvard Medical School, Boston). Las reacciones de PCR fueron realizadas siguiendo las
condiciones previamente descritas (Jiang et al 1997). Posteriormente los fragmentos BamHI -
BamHI resultantes fueron clonados en un sitio BamHI del vector de expresión de GAL4DBD
generándose así las construcciones designadas.
Transfecciones transitorias y ensayos de actividad luciferasa:
Para transfectar la línea celular Hela, se crecieron en placas de cultivo de lOOmm en medio
suplementado con 10%FCS fueron transfectadas con 13ug de las construcciones pGAL4
o pGAL4DBD(530-582)HIF-la y 7 ug del plásmido reportero pGAL4Luc o con 7u.g de las
construcciones pGAL4 DBD o pGAL4DBD(775-826)HIF-la y 13 u,g de pGAL4 Luc. Después de
14 u 16 horas en presencia de los precipitados de ADN, las células se lavaron 3 veces y se
eplaquearon en placas de 24 pocilios. Transcurridas 12 horas de expresión, las células se
sretrataron o no con R59949 y se sometieron a condiciones de hipoxia (1% O2) o se mantuvieron
:n normoxia (21% O2) durante un tiempo de entre 5 y 6 horas. Finalmente, las células fueron
Usadas y se analizó la actividad luciferasa según las instrucciones del sistema comercializado por
Promega (Madison, WI).
6. Medida de los niveles endógenos de PA.
Los distintos tipos celulares se crecieron en un medio de cultivo sin fosfato suplementado o no con
suero fetal de ternera al 10% (previamente dializado contra una solución de NaCl 0.9% (p/v))
durante 90 minutos antes de añadirles [12P] ortofosfato (lOOuCi/ml) Amersham-Pharmacia Biotech
(Little Chalfont, Buckinghamshire, U.K.) durante otros 90 minutos a 37°C. A continuación las
células se sometieron a normoxia o hipoxia durante 5-6 horas. Posteriormente se extrajeron ios
fosfolípípidos por el método de Bligh & Dyer (Bligh and Dyer, 1959) y se separaron por
cromatografía en capa fina, utilizando una mezcla de solventes orgánicos de
cloroformo:pírídina:ácido fórmico(88%) (60:30:7)(v/v/v). Las placas de sílice para la
cromatografía en capa fina (TLC) (60 A, LK6D) fueron suministradas por Whatman (Clifton, New
Jersey, USA) Los solventes orgánicos para la cromatografía en capa fina se obtuvieron de Merck
(Darmstadt, Alemania). Las placas de sílice se dejaron secar y finalmente se analizó el contenido
de fosfolípidos mediante autoradiografía. La detección del [32P] PA fue posible gracias al uso de
marcadores auténticos de PA patrón de fosfolípidos de ácido fosfatídico i,2-dio!eoil se obtuvieron
de Sigma (St. Louis, Missouri, MO), ya que ambos comigran en la TLC. La cuantificación de la
banda correspondiente a [32P] PA, se realizó utilizando el sistema Image Reader vi.8 software
(Science Lab software, Fuji Photo Film).
">• Cainmunoprecipitación HIF- VHL
iHiüitnoprecipiíación de VHL de células 786-O-WT10
Placas de lOOmm de células 786-O-WT10 se lavaron una vez con PBS y se recogieron. El
sedimento celular se resuspendió en 600ml de buffer de lisis de IP (0,5% NP40, lOOmM NaCl,
mM Tris.HCI pH 7,6, 5mM MgCl2, lOmM pirofosfato sódico, lmM EGTA pH 8, lmM
ortovanadato, lOmM NaF, 500mM PMSF y un cóctel de inhibidores de proteasas (Roche)) y se
jaron Usando en hielo durante ¡5 minutos, Tras centrifugación (1700Xg 15 minutos) ios
sobrenadantes se pasaron a tubos frescos y se lavaron con Pansorbín (Calbiochem) para evitar
un¡ories inespecíficas durante 30 minutos a 4°C. Se centrifugaron (1700Xg 15 minutos). Los
sobrenadantes se incubaron con lOmg de un control negativo de isotipo (IgGl antiCD45) acoplado
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i bolas de proteína G Sepharosa y se puso a rodar a 4°C durante una hora. Se recogieron las bolas y
os sobrenadantes se pusieron en contacto con 5mg de anticuerpo anti VHL acoplado a bolas de
iepharosa y se dejó incubar rodando a 4°C durante toda la noche. Se recogieron las bolas, se
avaron 2 veces con buffer de lisis, una con PBS y se guardaron a 4°C hasta su uso.
Ensayo de unión VHL-H1F
Células deficientes en VHL, 786-O (1-115 o PRC3) y RCC10 se crecieron hasta alcanzar un 90%
je confluencia en placas de 60mm. Tras una hora de pretratamiento con R59949 o con D609, se
siguieron creciendo en normoxia o en hipoxia 1%O2 en la cámara workstation durante 5 horas. Se
lavaron una vez con PBS y se recogieron en 300ml de buffer de lisis de IP. En el caso de las células
que se encontraban en condiciones de 1% la lisis se realizó dentro de la cámara para evitar
reoxigenación de los Usados. Tras retirar por centrifugación los restos celulares, ios sobrenadantes
se incubaron durante 1 hora a 4°C con las bolas de control negativo de isotipo IgGl que se han
saturado previamente con Usados de 786-0-WT10 (ver apartado anterior). Las bolas se recogieron,
se lavaron dos veces con buffer de lisis y una con PBS y se reservan en 25 mi de laemly 2X los
usados se les añade entonces el VHL inmunoprecipitado previamente (ver apartado anterior) y se
incuban rodando a 4°C durante toda la noche. Las bolas se lavan como las anteriores, se íes añade
25ml de laemly 2X y se hierven durante 5 min. Los inmunocomplejos se resuelven en geles SDS-
page al 10% junto con las bolas de control de isotipo. Se analizan los resultados por Western Blot
usando anti-HIF-lay anti-HlF-2a Revelamos también con anti-VHL como control de carga de la
inmunoprecipitación.
í. Ensayo de actividad PHD: captura itt vitro de VHL.
Tras diferentes tratamientos, células 293-T y 768-0-WT10 se recogieron en PBS y se
resuspendieron en 300 mi de buffer hipotónico (20mM Hepes pH 7.6, 5mM KCJ, I.5mM MgCI2,
imM b-mercaptoetanol, lmM ditiotreitol, lmM PMSF, 25mg/ml aprotinina, 5mg/ml leupeptina).
La suspensión celular se incubó a 4°C durante 15 minutos y luego se fuerza a pasar 10 veces a
través de una jeringuilla 22G. Tras retirar los restos celulares por centrifugación, se cuantificó la
cantidad de proteína. lOmg de la construcción previamente descrita GST-HIF (521-542) (Naranjo,
200) se incubaron con lOmg de Jos distintos usados celulares en un volumen fina) de 45rnl de
buffer de reacción ((20 mM Hepes, pH 7.6, 5 mM KCI,1.5 mM MgC12, 1 mM b-mercaptoetanol, 1
mM DTT, 1 mM PMSF, 260 uM FeCI2, 5mM 2-oxoglutarato, 0.6 mM ácido ascórbico). Las
reacciones se llevaron a cabo en normoxia o en la cámara de hipoxia durante 30 minutos a 30°C.
En el caso de las reacciones de la cámara, el buffer de reacción se equilibró previamente durante 2
oras. Las construcciones ya hidroxiladas se recogieron por centrifugación tras añadir a la reacción
bolas de glutation-Sepharosa y se resuspendieron en 200 mi de buffer de unión (50 mM Tris, pH
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5, 120 niM NaCl, 10% glicerol, 1.5 mM MgCl2, 5mM KC1, 0.2% Nonidet P-40, 0.5 mg/ml
búmina bovina). Se añadieron a cada muestra 15ml de [S3S]VHL sintetizado in vitro utilizando el
stema de transcripción y traducción in vitro TNT (Protnega), de acuerdo con las instrucciones del
ibricante. Las muestras se incubaron a 4°C durante ¡ hora y los complejos de proteínas se
:cuperaron por centrifugación, se lavaron dos veces con buffer de unión y se resuspendieron en
Oml de laemly lx. Las muestras se resolvieron por SDS-PAGE. El gel se tiñó con azul de
oomasie para analizar la cantidad de carga, se fijaron (metanol 10%, ácido acético 10% y glicerol
0%) durante 30 minutos a temperatura ambiente, se incubó con Amplify (Amersham). La proteína
rHL se analizó por autoradiografia.
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. EFECTO DE LA INHIBICIÓN FARMACOLÓGICA DEL ACIDO
OSFATÍDICO INDUCIDO EN HIPOXIA SOBRE LA TRANCRIPCIÓN DE LAS
SOFORMAS q DE HIF Y SOBRE LA PROTEÍNA VHL.
.1 EL INHIBIDOR DE LA ACTIVIDAD DGK, R59959, AFECTA A LA ACUMULACIÓN
»E LA SUBUNIDAD HIF-2a.
Datos previos generados en nuestro laboratorio indican que la inhibición farmacológica con el
ihibidor específico de la actividad diacilglicerol quinasa R59949, del ácido fosfatídico aumentado en
ipoxia, previene la acumulación de HIF-1 a (Aragonés et al., 2001). Dado que con anterioridad sólo se
abía estudiado el efecto de este inhibidor sobre FUF-loc, nos preguntamos si la inhibición con R59949
fectaba también a ia estabilización de HIF-2a, sugiriendo que la bajada en los niveles de PA estaba
fectando a un mecanismo de regulación común a ambos factores. Para esto utilizamos las líneas
elulares 786-O-WT10 de carcinoma renal humano y PCI2, procedentes de un feocromocitoma de
ata, que expresan mayoritariamente la subunidad HIF-2a, siendo la subunidad HIF-la indetectable en
imbas.
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Figura 4. Efecto de agente inhibidor R59949 sobre HfF-2a. Las líneas celulares
786-O-WTIO y PC12 ftieron pretratadas con R59949 30^M (+) o disolvente
(Me2SO) (-) durante 1 hora. Posteriormente fueron incubadas en hipoxia (1%O3, Hx)
o normoxia (21%O2, N) durante 6 horas. Tras el tratamiento, los niveles de HIF-
2a se determinaron por Western Blot. Como control de carga las mismas membranas
se incubaron con anticuerpos anti a-tubulina y anti AKT. Aquí se muestra un
experimento representativo.
Tras exponer las células a 6 horas de hipoxia (1%O2) encontramos que el tratamiento con
'9949 era capaz de inhibir específicamente la inducción de HIF-2oc tanto en células 786-0 como
n
 PC 12. Como control de especificidad se analizaron los niveles de a-tubulina en el caso de las
86 y de AKT en el de las PCI2, ninguna de estas proteínas se vio afectada por el tratamiento con
R59949 en los mismos Usados celulares (Figura 4).
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Dado que la inhibición del diacilglicerol acumulado en hipoxia con el agente D609
imbién era capaz de regular la acumulación de HIF-lot, realizamos los mismos experimentos
retratando esta vez las células con D609. Como se puede ver en la figura 5, observamos
taimente una inhibición marcada de la acumulación de la subunidad cc2 en hipoxia. Por lo tanto,
3S mecanismos moleculares que estaban afectando a la acumulación de las subunidades a l y a2
ras la inhibición del PA con estos agentes implicaban a una ruta común en la regulación de HIF.
786-O-WT10
Figura 5. El tratamiento con
D609 inhibe específicamente la
acumulación de la subunidad a
de HIF-2 inducida por hipoxia.
Los niveles de las proteínas HlF-2cc
y a-tubulina se analizaron por
inmunoblot de usados celulares
procedentes de células 786-0-
WT10 pretratadas con el disolvente
(H20) (-) o bien con D609 30jig/ml
(+) y sometidas a hipoxia (Hx)
durante 6 horas.
1.2 R59949 INHIBE ESPECÍFICAMENTE LA ACUMULACIÓN DE LA PROTEÍNA
HIF SIN AFECTAR A SUS NIVELES DE mRNA.
Confirmado el que los inhibidores afectaban por igual a las dos subunidades de HIF,
decidimos analizar si el efecto negativo observado sobre la acumulación de Ja proteína HIF era una
consecuencia de una inhibición directa de sus niveles de RNA mensajero. Se pretrataron distintas
íneas celulares con R59949 antes de su exposición durante 6 horas a hipoxia (1%). Como control,
¡e extrajeron usados totales y se analizaron por Western blot, confirmando el efecto del inhibidor
iobre la acumulación de la proteína en hipoxia. Se aisló mRNA de células tratadas en paralelo.
Como se observa en la figura 6, tanto la subunidad HIFla como 2a se inducen tras la estimulación
k hipoxia y esta estabilización es inhibida en la presencia de R59949. Como control de la
especificidad del agente farmacológico, analizamos los niveles de a tubulina que presentan los
mismos Usados, y observamos que no se afectaban por el tratamiento. La expression del mRNA de
a
' y a2 la analizamos por Q-RT-PCR . En todos los tipos celulares estudiados, ni la hipoxia (ya
Escrito), ni el tratamiento con R59949 modificaban significativamente los niveles de los mRNA
de las dos isoformas de HIF. En la parte B de la figura se muestran los niveles de mRNA de la
subunidad predominante en cada tipo celular (HIF-la en el caso de 293-T y UMRC 3.4, y HIF-
2a en el caso cíe 786-O-WT8). Como se muestra en la parte C de la figura, el mismo resultado se
obtuvo cuando se analizó la isoforma más minoritaria (no detectable por Western btot) en cada
caso. Las pequeñas variaciones observadas en algún tipo celular, no justifican la fuerte inhibición
°bservada en los niveles de proteína.
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De estos resultados podemos concluir que la inhibición de la acumulación de PA por
159949 no tiene ningún efecto sobre tos niveles de mensajero de las subunidades de HIF, pese a la
nhibición tan grande que ejerce sobre la proteina. No se muestra, pero los mismos resultados se
Atuvieron tras el tratamiento de las células con D609.
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Figura 6. El tratamiento con R59949 inhibe la acumulación de HIF pero no sus mRNAs. Células 293-T, UMRC 3.4
) 786-0-WT8 fueron preiratadas durante 1 hora con R59949 (+) (30iiM), o su disolvente, (Me2 S0)(-) y entonces
sometidas a hipoxia (Hx, 1%O;) o mantenidas en normoxia (N, 21%O2) durante 5-6 h más. Tras el tratamiento, los
niveles de las proteínas HIF-la y HIF-2a se determinaron por Western blot. Como control de carga, las membranas se
incubaron con un anticuerpo anti a-tubulina. En la figura se muestra un experimento representativo (A). En paralelo, se
determinó la cantidad de los RNA mensajeros de las dos proteínas por Q-RT-PCR como se indica en materiales y
métodos. La cantidad de mensajero de HIF-la y de HIF-2a se normalizó con el contenido de p-actina en cada muestra.
Se muestran en los paneles A y B los valores absolutos obtenidos en tres o cuatro (según el tipo celular) experimentos
independientes realizados por duplicado. Se muestran también las medias de los experimentos.
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.3 LA PRESENCIA DE VHL ES NECESARIA PARA EL EFECTO INHIBIDOR DE
Í59949 SOBRE HIF.
Una vez descartado el efecto negativo del R59949 sobre los niveles de RNA mensajero, y
mesto que la proteína VHL desempeña un papel crítico dentro de la ruta canónica de degradación
ie HIF, investigamos el papel VHL pudiera estar teniendo en la regulación por R59949. Para ello,
ifilizamos las líneas celulares RCC10 (Ivanov et al., 1998) y 786-O-1-115 (lliopoulos et al., 1995),
oviamente descritas y que carecen del gen supresor de tumores vhl. La ausencia de VHL implica
jna acumulación constitutiva de los factores HIFs en normoxia (Ivanov, 1998; Maxwell, 1999),
}ue no se aumenta tras la exposición de las células a hipoxia. El control de estas líneas celulares
son los correspondientes clones a los que se les ha reintroducido un vector de expresión de VHL.
Encontramos que en células que carecen de VHL, el tratamiento con diferentes dosis de
R59949 no tenía ningún efecto sobre los niveles de HIF-la (RCC) o HIF-2a (786-0) (Figura 7, A
y B paneles de abajo). Por el contrario, en las células VHL positivas (Figura 7 paneles de arriba) el
efecto del inhibidor era claramente observable a las diferentes dosis. Estos resultados indican que la
presencia de VHL es necesaria para la inhibición de la acumulación de las proteínas HIF en
hipoxia, dada por R59949. Lo mismo se observó en células tratadas con el agente D609 (datos no
mostrados).
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Figura 7. El tratamiento con R59949 no tiene efecto sobre HIF en células VHL
negativas. Células 786-0 (A) y RCC (B) se pretrataron con dosis del agente R59949
entre IOJIM y 40nM, según se indica en cada caso, y se expusieron a hipoxia (Hx,
1 %. O:) o se mantuvieron en normoxia (N. 21%O2) durante 5 h. Después de este
tratamiento, se extrajeron usados totales de las células y se resolvieron por
electroforesis (SDS-PAGE). Para analizar el contenido de proteínas HIF. se
analizaron por Western Wot utilizando amicuerpos específicos para cada uno de los
factores (HIF-!a y HIF-2a). Como control de carga, se analizaron Sp-1 (A) o a-
tubulina (B) en las mismas membranas. Resultados similares a los mostrados se
obtuvieron en cuatro experimentos adicionales.
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Para descartar una posible no entrada en estas células del inhibidor, y por lo tanto que no
atuviera funcionando, se analizaron los niveles de ácido fosfatídico en normoxia y en hipoxia, así
:omo tras el pretratamiento con R59949. Para ello se pretrataron células 786-O, tanto positivas para
/HL (WT10) como deficientes en la proteína (1-115), previamente marcadas radiactivamente
Materiales y Métodos), con dosis de R59949 de 30uM, y a continuación se analizó el contenido
ie [32P] PA en dichas células. Tal y como se observa en la Figura 8, en hipoxia el R59949 inhibe
:on la misma efectividad el ácido fosfatídico inducido en hipoxia en células deficientes en VHL
lúe en las positivas. Los niveles básales de PA también se ven afectados por el tratamiento con
Í5949 en ambos tipos celulares, indicando que la conversión de DAG a PA es operativa en
;ondiciones de normoxia, pero fuertemente potenciada tras la exposición celular a hipoxia. Los
nismos resultados se obtuvieron en células UMRC 6 y sus correspondientes clones VHL positivos
datos no mostrados).
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Figura 8. El PA inducido por
hipoxia es sensible al
tratamiento con R59949 en
células deficientes en VHL.
786-O-WT10 (VHL +/+) y 786-
0-1-115 (VHL-/-) se marcaron
metabólicamente con
[32P]ortofosfato y se incubaron 6
horas en hipoxia tras el
pretratamiento con R599949
30nM. El contenido de [12P]Pa
se cuantificó relalivizando a la
cantidad tota! de material
marcado. Asignamos el valor de
1 a! valor de PA control,
(normoxia) para cada tipo
celular. Se muestra la media de
dos experimentos realizados por
triplicado.
1-4 LA PROTEÍNA VHL NO SE MODULA POR CAMBIOS EN LOS NIVELES DE
ACIDO FOSFATÍDICO.
Dado que los experimentos anteriores demostraron que la presencia de la proteína VHL es
absolutamente necesaria para que la inhibición del PA ejerza su efecto sobre HIF, analizamos los
n|veles de VHL tras el tratamiento con R59949 para descartar el que la inhibición de PA estuviera
^mentando los niveles de VHL y aumentando la degradación de HIF. Dado que algunos grupos
tan descrito una interacción de VHL con HIF independiente de la hidroxilación, los aumentos de
esta proteína por el tratamiento con el agente químico podrían dirigir a HIF al proteosoma pese a
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Para descartar una posible no entrada en estas células del inhibidor, y por lo tanto que no
atuviera funcionando, se analizaron los niveles de ácido fosfatídico en normoxia y en hipoxia, así
;omo tras el pretratamiento con R59949. Para ello se pretrataron células 786-0, tanto positivas para
VHL (WT10) como deficientes en la proteína (1-115), previamente marcadas radiactivamente
Materiales y Métodos), con dosis de R59949 de 30u.M, y a continuación se analizó el contenido
Je [nP] PA en dichas células. Tal y como se observa en la Figura 8, en hipoxia el R59949 inhibe
;on la misma efectividad el ácido fosfatídico inducido en hipoxia en células deficientes en VHL
que en las positivas. Los niveles básales de PA también se ven afectados por el tratamiento con
R5949 en ambos tipos celulares, indicando que la conversión de DAG a PA es operativa en
condiciones de normoxia, pero fuertemente potenciada tras la exposición celular a hipoxia. Los
mismos resultados se obtuvieron en células UMRC 6 y sus correspondientes clones VHL positivos
(datos no mostrados).
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Figura 8. El PA inducido por
hipoxia es sensible al
tratamiento con R59949 en
células deficientes en VHL.
786-O-WT10 <VHL +/+) y 786-
0-1-115 (VHL-/-) se marcaron
metabólicamenle con
[J2P]ortofosfato y se incubaron 6
horas en hipoxia tras el
pretratamiento con R5 99949
30nM. El contenido de [32P]Pa
se cuantifiCQ relativizando a la
cantidad total de material
marcado. Asignamos el valor de
1 al valor de PA control,
(normoxia) para cada tipo
celular. Se muestra la media de
dos experimentos realizados por
triplicado.
1,4 LA PROTEÍNA VHL NO SE MODULA POR CAMBIOS EN LOS NIVELES DE
ACIDO FOSFATÍDICO.
Dado que los experimentos anteriores demostraron que la presencia de la proteína VHL es
absolutamente necesaria para que la inhibición del PA ejerza su efecto sobre HIF, analizamos los
niveles de VHL tras el tratamiento con R59949 para descartar el que la inhibición de PA estuviera
aumentando los niveles de VHL y aumentando la degradación de HIF. Dado que algunos grupos
tan descrito una interacción de VHL con HIF independiente de la hidroxilación, los aumentos de
esta proteína por el tratamiento con el agente químico podrían dirigir a HIF al proteosoma pese a
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u^e no estuviera hidroxilado. Mediante ensayos de western blot encontramos que e! tratamiento
:on R59949 reducía la aparición en hipoxia de la subunidad a de HIF-1 y de HIF-2, en células
UMRC 3,4 y en células 786-O-WT10 respectivamente, sin modular en absoluto los niveles VHL
(Figura 9).
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Figura 9. Los niveles de VHL no
son variados por los cambios en los
niveles de ácido fosfstfdico.
A, Células UMRC 3,4 se pretrataron
con dosis de R59949 de 30JÍM >' B,
células 768-O-WT-10 con dosis de
15 nM y 35 nM, y se expusieron a
hipoxia (Hx) o se dejaron en
normoxia (N) durante 5 horas. Tras el
estimulo se resolvieron los usados
totales en SDS-PAGE al 10% y se
analizaron los niveles de HIF-Iot o
2a y los de VHL. También se analizó
el contenido en ct-tubulina de cada
membrana para controlar las
diferencias de carsa (no se muestraV
15 R59949 NO TIENE NINGÚN EFECTO SOBRE LOS NIVELES DE mRNA DE LA
ACETILTRANSFERASA ARD-1
Recientemente se ha planteado la acetilación de la lisina 532 de HIF-la como una
modificación postraduccional esencial en la regulación de HIF (Jeong et al., 2002). Parece que la
d i lac ión en normoxia de HIF por ARDÍ favorece el reclutamiento de VHL y por lo tanto la
degradación de HIF. El grupo que lo describió plantea que la bajada de la acetilación en hipoxia se
debe a la bajada que sufren los niveles de proteína por la disminución del mRNA de ARDÍ.
Decidimos mirar si el tratamiento con R59949 prevenía esta disminución en la proteína y por tanto
mantenía la cantidad de acetilación y por ello no se estabilizaba HIF en hipoxia. Para ello
balizamos los niveles de mensajero de esta acetiltransferasa en distintos tipos celulares, utilizando
las
 sondas descritas en el artículo que describió esta regulación. Como se observa en la figura 10,
1)0
 observamos ningún tipo de regulación del mensajero de la acetiltransferasa por hipoxia y
n
"
nguna variación tras el tratamiento con R59949. Obtuvimos los mismos resultados al utilizar una
45
sonda diferente a la publicada (datos no mostrados). Por lo tanto parecía que R59949 no estaba
afectando a la estabilización de HIF de esa manera.
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Figura 10. El tratamiento con R59949
no tiene efecto sobre tos niveles de
mRNA de la acetiltransferasa ARDÍ. Se
pretrataron los distintos tipos celulares
indicados en cada caso, con 30nM R59949
{+) o su disolvente (-) y se expusieron a
hipoxia o normoxia durante 6 horas. Se
extrajo el mRNA total y se determinó el
nivel de mRNA de ARD-1 en cada
condición por Q-RT-PCR. Los valores se
normalizaron por el valor de P-actina en
cada caso. En todos los experimentos se
controló e¡ efecto del inhibidor por
Western Blot.
A. Asignamos el valor de 1 a la normoxia
(-) y las otras muestras se normalizaron
respecto a ésta. Se muestra la medía de tres
experimentos realizados en duplicado.
B. Se muestran los valores relativos
obtenidos en un experimento realizado en
duplicado.
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2. CARACTERIZACIÓN DEL EFECTO DE R59949 SOBRE LA ACTIVIDAD
DE LAS PHDS
2.1 ESTUDIO DE LA UNIÓN VHL-HIF.
Dado que la presencia de VHL era necesaria para observar el fenómeno inhibitorio
producido por el agente R59949, nos planteamos que un posible mecanismo por el que el R59949
podría estar reduciendo los niveles de HIF podría ser promoviendo la interacción entre HIF y VHL
y por lo tanto, facoreciendo la ubiquitinización de HIF y su degradación por el proteosoma. Para
realizar estos experimentos utilizamos una aproximación experimental que permita mantener
estabilizadas las distintas modificaciones postraduccionales de HIF tras los tratamientos celulares
sin que se desencadene el proceso de ubiquitinización y degradación. Así, utilizamos como fuente
de HIF células deficientes en VHL y usamos células VHL positivas como fuente exógena de VHL
(ver esquema Figura 11).
ANÁLISIS DE LA INTERACCIÓN HIF-VHL
EN CÉLULAS DEFICIENTES EN VHL
NJornvoxia Hipoxia
VHL de
786-O-WT10
Complejo
VHL-HIF
estable
Figura 11. Modelo para el estudio de la interacción VHL-HIF.
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Como se explica en el esqüerna, lisados celulares de las células VHL-negativas a las que
sometemos a distintos tratamientos, se Ponen en contacto con la proteína VHL inmunoprecipitada
je 786-O-WT10. La interacción o no e^re VHL y HIF se estudia por Western Blot tras resolver los
inmunocomplejos en un gel. Corno nostramos en la figura 12, en condiciones de normoxia VHL se
une a HIF-la en RCC10 (A) así Corno a HlF-2cc en 786-0-1-115 y 786-O-PRC3 (B, data not
éown) y en condiciones de h¡Po*¡a esta unión prácticamente no se observa ya que HIF no se
encuentra hidroxilado y por tanto S(í p'^rde la interacción con VHL. En las células que además
eran tratadas con R59949 se observo que en normoxia la unión de HIF a VHL aumentaba, tanto en
la isoforma l a como en la 2cx. Cuando se realizaron estos experimentos en condiciones de hipoxia
iras el pretratamiento con R59949. haD1a una recuperación de la presencia tanto de HIF-la como
de HIF-2a, indicando que en hipox¡a> donde la interacción VHL-HIF estaba disminuida, el
tratamiento con el agente químico reforzaba dicha interacción.
RCC10 786-O-1-115
R59949:
HIF-1a
VHL
N Hx
EPAS
VHL
Figura 12. El tratamiento con Hs99W promueve la unión de VHL a HIF. Células deficientes en
VHL, RCC10 (A) y 786-O-U)'3 (B), S^  expusieron a hipoxia (Hx, 1% 0 2 ) o se mantuvieron en
normoxia (N, 21%O2) durante 5 h gü j u n c i a de R59949 (+) (30nM) o su disolvente (-) (Me, SO).
Después de! tratamiento, se extríij^oi1 'is3^°s celulares con el uso del buffer IP, descrito en materiales y
métodos. A estos usados se les a^dió Ig inisma cantidad de proteína VHL inmunoprecipitada de células
positivas para VHL, 786-OWT8 L°s ^"iplejos VHL-HIF formados en cada muestra (con el VHL
procedente de 786-O-WT8 y las
 stibunjda<ie5 a l y a2 de los correspondientes tipos celulares), se
coinmunoprecipitaron, se resolv¡íron P<ir SDs-PAGE. LOS niveles de HIF-la (A) y HIF-2a (B) unidos
a VHL se analizaron por Westerf blot- Co^o control de carga de la inmunoprecipitación, tas membranas
se revelaron con anticuerpo aji''"VH'.. Se muestra un experimento representativo de cuatro de los
realizados en cada uno de los t¡pos ceNar^'
Es importante resaltar 1Ue el incremento que se observa en los compiejos VHL-HIF en
I10rinoxia en presencia del agente t1U(|flico, demostrarían que R59949 está facilitando la
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interacción VHL-HIF tanto en normoxia como en hipoxia, lo que explicaría la inhibición que se
observa en normoxia de los niveles básales de HIF que según las condiciones celulares aparecen.
En todos los experimentos, el correcto funcionamiento de la estimulación por hipoxia, así como la
eficiencia de la inhibición por R59 se confirmó en células VHL positivas, en las que por Western
Blot se monitoriza la sensibilidad al tratamiento.
Cuando experimentos similares se realizaron utilizando el inhibidor de las actividades
SMS/PCPLC, D609, encontramos que el tratamiento con este agente también aumentaba la
formación de complejos VHL-HIF {datos no mostrados). Estos resultado sugieren que, la
inhibición del acumulo de PA en hipoxia tras el tratamiento con R59949 aumenta directamente la
habilidad de VHL de unirse a las dos isoformas de HIF , HIF-la y HIF-2a, dirigiéndolas a su
degradación por el proteosoma.
Dado que en este tipo de experimentos el tratamiento con los agentes químicos se realiza
sobre las células de las cuales procede HIF, estos datos demuestran además que el efecto observado
es debido a una modificación sobre HIF que facilitaría su interacción con VHL. De hecho cuando
estos experimentos se realizaron tratando con R59949 solamente las células de las cuales se obtenía
VHL, no se observó una mayor interacción VHL-HIF indicando que el efecto no se debía a una
modificación acontecida en VHL (datos no mostrados),
2.2 R59949 ESTIMULA LA ACTIVIDAD DE LAS PHDS.
Una vez que encontramos que el tratamiento con R59949 promovía la unión de VHL a
HIF. y descartado el efecto sobre VHL, nos preguntamos si este aumento en la interacción podría
deberse a un efecto sobre el estado de hidroxilación de HIF. En condiciones de normoxia, las
prolinas de los motivos LXXLAP, situadas en posiciones 402 y 564 de cada uno de los motivos en
HIF-Ia y 403 y 531 en los correspondientes de HIF-2a, son hidroxiladas por las PHDs. La
hidroxilación de estos residuos es crítica para la interacción HIF-VHL y su consiguiente
degradación. Cuando las células se exponen a hipoxia, la actividad PHD se ve fuertemente inhibida
} las subunidades no pueden ser hidroxiladas lo que conlleva la no asociación con VHL y por lo
tanto la estabilización de las subunidades a de HIF.
Decidimos estudiar la actividad de estas enzimas en presencia de R59949. Para este
estudio, utilizamos un ensayo de medida indirecta de la actividad hidroxilasa, llamado de captura
VHL. Analizamos indirectamente la actividad PHD en usados de diferentes tipos celulares
sometidas a hipoxia o mantenidas en normoxia, en presencia o no del inhibidor. Como VHL une
sólo HIF cuando las prolinas han sido hidroxiladas, la unión de VHL-S35 sintetizado en un sistema
reticulocitos a un péptido derivado de HIF conteniendo la prolina 531 ó 564 se considera una
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medida indirecta de la actividad PHD (Ref)- Para ello, la construcción GST-HIF-2a
emprendiendo los aminoácidos 521-542, que incluye la prolina 531, se expuso a lisados celulares
procedentes de distintos tratamientos. Los lisados celulares se obtienen de manera que se mantiene
la actividad hidroxilasa presente en el lisado. Tras esta reacción, las diferentes muestras se
expusieron al VHL-S35 y la captura de VHL se consideró directamente proporcional a la actividad
PHD presente en el lisado. El ensayo se realizó con usados de 786-O-WT10 tratadas o no con
R59949. Como se muestra en la Figura 13, R59949 aumenta fuertemente la actividad PHD sobre
los lisados básales de normoxia cuando la reacción de hidroxilación se lleva a cabo a concentración
de oxígeno ambiental (21%). Cuando los mismos lisados se ensayaron en un ambiente hipóxico,
(]%), dentro de una cámara de hipoxia, como es esperable, encontramos que la actividad PHD se
reducía respecto al valor obtenido al 21%. Interesantemente, R59949 era capaz de aumentar la
unión y por lo tanto la actividad incluso en estas condiciones restrictivas de oxígeno.
786-O-WT10
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Figura 13. La actividad PHD es estimulada por el tratamiento con R59949. Lisados
de células 786-O-WT10 mantenidas en normoxia y tratadas con 30mM de R59949 (+) o
su disolvente (-) durante 5 horas se usaron para determinar la actividad PHD por un
ensayo de captura de VHL como se indica en Materiales y Métodos. La misma cantidad
de lisado se ensayó en paralelo al 21% y al 1% de oxígeno. La cantidad de S3SVHL
capturada por la construcción GST-HIF incubada sólo con buffer de lisis se consideró
fondo y se restó a fas demás muestras. Asignamos el valor de 1 al nivel de actividad de
PHD obtenido cuando los lisados de normoxia sin tratar se ensayaron a la concentración
de oxígeno de 21%, el resto de las muestras se normalizaron respecto a este valor. Para
controlar las condiciones lineales en este ensayo, se expuso GST-HIF al doble de
concentración de lisado control, observándose alrededor del doble de captura de
S35VHL en este caso (datos no mostrados). Aquí se muestra un experimento
representativo de cuatro más.
Después de esto, decidimos analizar si el efecto del agente era patente también cuando el
ensayo se llevaba a cabo con lisados de células sometidas a hipoxia. Como la PHD2 y la PHD3 son
genes dependientes de HIF, analizamos primero los niveles de sus mRNAs en hipoxia para
considerar los aumentos en los niveles de proteína entre esos lisados y los de normoxia, ya que
estas diferencias se iban a reflejar en la actividad de cada lisado. Como R59949 elimina la
transcripción dependiente de HIF, también determinamos el efecto del inhibidor sobre los mRNAs
de las PHDs. Como se muestra en la Figura 14, los niveles de mensajero de PHD3 y PHD2 se
inducen fuertemente tras la estimulación con hipoxia en 293-T y este incremento es eliminado
cuando las células son tratadas con R59949. Como control de !a especificidad en estos
experimentos se analizaron los niveles de mensajero de PHD1, que es independiente de HIF. En
este caso, ni la hipoxia ni el tratamiento con R59949 modificó los niveles de mRNA. Estos mismos
resultados se obtuvieron cuando se realizaron los experimentos en 786-0-WT10 (datos no
mostrados).
O
R59949:
Hx
Figura 14. R59949 inhibe la acumulación de los mRNAs de PHD2 y PHD3 en hipoxia.
Células 293-T se pretrataron durante una hora con R59949 30mM (+) o su disolvente (DMSO) y
espuestas a hipoxia (Hx, 1%O2) o mantenidas en normoxia (N,21%02) durante 5 horas.
Terminada la estimulación se extrajo su RNA y los niveles de mRNA de las PHDs se terminaron
por Q-RT-PCR como se explica en Materiales y Métodos. El nivel de PHD se normalizó por el
contenido en p-actina en cada caso. Asignamos el valor de 1 al nivel de PHD en la muestra
control(normoxia sin tratar). El valor de! resto de las condiciones se expresó corno la inducción
sobre éste. Se muestra un experimento realizado en duplicado; se obtuvieron los mismos resultado
en células 786-O-WT8 {data not shown).
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Cuando ensayamos la actividad PHD en estos lisados (Figura 15, A) la unión VHL-HIF
aumentaba enormemente cuando GST-HIF era incubado al 21% con lisados de células 293-T que
habían sido previamente expuestas a 6 horas de htpoxia. Estos datos están en concordancia con lo
publicado (del Peso et el., ) de que el aumento de los mensajeros de PHD2 y 3 en hipoxia
conlleva un aumento en la actividad PHD de cuando los Usados son ensayados en normoxia y por
lo tanto con total disponibilidad de oxígeno.
293-T
Hx
Figure 15. El tratamiento con RS9949 estimula la actividad PHD de células en hipoxia así como en
normoxia. Células 293-T se pretrataron con 30 uM of R59949 (+) o con el disolvente (-) (Me ; SO), y se
expusieron a hipoxia (Hx, 1%, O2) o permanecieron en normoxia (N, 21%O2) durante 5 h. Tras los tratamientos,
se recogieron las células y se determinó la actividad PHD de cada lisado por un ensayo de captura de VHL como
SÍ explica en MM. La cantidad de S3SVHL capturado por la construcción GST-HIF expuesta simplemente a
buffer de lisis se consideró el back ground del experimento y se restó at resto de las muestras. Asignamos el
alor de 1 al nivel de actividad obtenido cuando se analizaron los lisados de normoxia. El valor de cada una de
te otras condiciones se expresa como ¡a inducción sobre este control. Todas las reacciones de hidroxilación se
balizaron en condiciones de 02 atmosféricas (21% O2), Se obtuvieron los mismos resultados en estas células en
dos experimentos más.
En el caso de las células tratadas con R59949 y expuestas a hipoxia, encontramos que la
unión de VHL a GST-HIF no alcanzaba el grado observado en hipoxia, pero considerando la total
inhibición de los mRNAs de las PHD2 y PHD3 que se observa en esas células, podemos asumir
que la actividad PHD está siendo estimulada por el tratamiento con R59949. En realidad, si
representáramos la actividad PHD considerando las variaciones en el total de sus mRNAS tras los
^atamiento observaríamos que R59949 induce de manera dramática la unión de VHL a GST-HIF.
Los mismos resultados se observaron en otros tipos celulares.
Todos estos resultados en conjunto con los datos previos aquí mostrados, nos permiten
?°stular que R59949 es capaz de inducir la actividad PHD.
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3. CARACTERIZACIÓN DEL EFECTO DE LA INHIBICIÓN DEL PA INDUCIDO
EN HIPOXIA EN LA TRANSCRIPCIÓN DEPENDIENTE DE HIF.
3.1 EL INHIBIDOR DE LA ACTIVIDAD DGK R59949 REDUCE LA ACTIVIDAD
TRANSCRIPCIONAL DE LOS DOS DOMINIOS DE TRANSACTIVACIÓN DE HlF-la
Hemos determinado el papel de R59949 sobre la actividad de las PHDs y por lo tanto sobre
la estabilización de HIF y hemos visto por lo tanto su efecto sobre genes muy dependientes de la
activación transcripcional de HIF como son las PHDs. Pero la estabilización de HIF no es
suficiente para una completa inducción de la transcripción dependiente de HIF. Se requiere la
activación en respuesta a hipoxia de sus dos dominios de transactivación localizados entre los
aminoácidos 530-582 (NTAD) y 775-826 (CTAD) de la subunidad a de HIF-la (Jiang 1997, Pugh
1997). El domino situado más N-terminal se encuentra dentro del ODD, por lo que su actividad
transcripcional correlaciona con la estabilidad de la proteína, mientras que el situado en el extremo
C-terminal es constitutivamente activo cuando se expresa como dominio aislado, pero su actividad
se induce a) situarlo en codiciones de hipoxia (O'Rourke et a)., 1999).
Hemos analizado el efecto de R59949 sobre la transcripción promovida por ambos
dominios de transactivación en respuesta a hipoxia. Para ello cotransfectamos células Hela con los
vectores de expresión que codifican para uno u otro domino fusionados en fase con el dominio de
unión a ADN (DBD) de la proteína GAL4 (GAL4DBD(530-582)HIF-la y GAL4DBD(775-
826)HIF-la), junto con el plásmido reportero pGAL4Luc. El pretratamiento con R59949 inhibe
gradualmente la actividad trasncripcional dependiente de ambos dóminos en respuesta a hipoxia,
in afectar a su actividad transcripcional en normoxia (Figura 16). Estos experimentos también han
revelado que ambos dóminos se afectan por R59949 de manera diferente, Así la transcripción
dependiente de (775-826)HIF-lcc en hipoxia es completamente inhibida en presencia de R59949
uM) Mientras que la misma dosis de R59949 solo produce una reducción parcial de la
transcripción dependiente de la secuencia (530-582)HIF-la. Como control de la especificidad se
analizó la actividad transcripcional en células contransfectadas con pGAL4 DBD y Gal4Luc, que
afectó con la mismas dosis de R59949, tanto en normoxia como en hipoxia.
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Figura 16. El inhibidor R59949 reduce la actividad de los dominios de transactivación de HIF-
lOLCélulas Hela fueron transfectadas con pGAU Luc con GAL4-DBD, GAL4DBD (530-582) o GAL4DBD
(775-826). Tras ¡a transfección con fosfato calcico, las células fueron preincubadas con [as dosis indicadas de
R59949 o el disolvente DMSO antes de la incubación durante 6 horas en hipoxia o normoxia. Después del
tratamiento las células fueron usadas para ensayar la actividad luciferasa. Cada barra representa la actividad
luciferasa de duplicados extractos. Resultados similares se obtuvieron en 4 experimentos independientes.
32 EL TRATAMIENTO CON R59949 Y D609 BLOQUEA LA TRANSCRIPCIÓN
DEPENDIENTE DE HIF EN CÉLULAS DEFICIENTES EN VHL. PAPEL SOBRE FIH.
Además de las hidroxilación en prolina por las PHDs, HIF es hidroxilado también en un
asiduo de asparagina localizado en el dominio C-terminal de activación transcripcional. FIH es un
miembro de las dioxigenasas dependientes de (Il)-hierro y 2 oxoglutarato y es la enzima
responsable de esta hidroxilación. FIH controla la actividad transcripcional de HIF, ya que la
"'droxilación en asparragina regula la unión al factor del coactivador general de la transcripción
^BP/p300. Para estudiar el posible papel positivo de R59949 sobre esta actividad hidroxilasa dado
FIH se ha descrito que tiene los mismos requerimientos enzimáticos que las PHDs,
el efecto de R59949 sobre la actividad transcripcional de HIF aislándola de la
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regulación de la estabilización de la proteína. Para ello decidimos usar células deficientes en VHL,
vaque, como se ha mostrado en la Figura 7, no muestran inhibición de la proteína HIF cuando se
tratan con R59949. Así los cambios que observemos en los genes dependientes de HIF en esas
células se pueden atribuir a modificaciones en la actividad transcripcional de HIF y por lo tanto
podemos sugerir que a la actividad de FIH. Como PHD3 como hemos observado anteriormente y
la sido previamente descrito, es un gen muy dependiente de HIF (JBC), monitorizamos es efecto
del tratamiento con R59949 sobre el mRNA de este gen en células 780-O-1-115. Para confirmar
que estas células presentan niveles básales elevados de estos genes, analizamos su contenido en el
mRNA de PHD3 en comparación con sus correspondientes células positivas.
PHD3
1.00E+05 Figura 17. Las células VHL negativas
tiene activada la transcripción
dependiente de HIF. Células 786-0
WT10 y 1-115 se cultivaron durante 6
horas en condiciones de normoxia (N) o
hipoxia. El nivel de mRNA de PHD3 se
determinó por Q-RT-PCR como se
indica en Materiales y Métodos. La
cantidad de mRNA de PHD3 se
normalizó por el contenido en p-acüna
en casa caso. Se muestra la media de dos
experimentos realizados en duplicado.
Hx N Hx
WT10 1-115
Como se muestra en la Figura 17, las células VHL negativas tienen activada la transcripción
dependiente de HIF dada la acumulación de la proteína que presentan. Aunque en la gráfica no
eda muy patente por las unidades en que se representa, estas células aumentan aún más la
!ranscripción dependiente de HIF en hipoxia, por la inhibición de FIH en esas condiciones. Para
analizar el efecto de la inhibición del ácido fosfatídico en estas células, cultivamos 1-115 en
lormoxia y en hipoxia, pretratándolas tanto con R59994c como con D609. Tal y como puede
observarse en la Figura 18, (panel de arriba), R59949 bloquea significativamente los niveles
aumentados de PHD3 mRNA observados en estas células. Por el contrario, el mensajero de PHD2,
cuyos niveles no dependen de HIF, no se afecta con el tratamiento con R59949 en la misma
muestra. Al tratar las células con D609 observamos los mismos resultados Fig5 B. Estos resultados
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Isugieren que los dos inhibidores estimulan la acitivadad asparaginil hidroxilasa incluso en
tondictones de normoxia.
786-O-1-1I5 B 786-O-1-115
D6O9
Hx
figura 18. La actividad transcripcional de HIF se bloquea tras ei tratamiento con R59949 y con D609 en células
^ HL negativas. Se cultivaron células 786-O-1-115 deficientes en la proteína VHL hasta un 90% de confluencia!A)Las
piulas se pretrataron 30 uM de R59949(+) o disolvente (Me: SO) o (B) 20ng/m! de D609 (+) o su disolvente(-) (H2O),
p se expusieron a hipoxia (Hx, 1%, O:) o se dejaron en no (N, 21%O2) duranteí h. Se extrajo el mRNA total y se
¡analizaron los niveles de PHD3 mRNA {upper panels) o PHD2 mRNA niveles (lowerpanels) tras los diferentes
^atamientos, por Q-RT-PCR. I-os valores obtenidos se normalizaron por el contenido de p-actin en cada muestra.
¡Asignamos el valor de 1 a los niveles de mRNA observados en la normoxia sin tratar y el resto de las muestras se
normalizaron sobre este valor. Mostramos la media de dos en el caso del panel (A) o tres (B) experimentos
¡independientes hechos en duplicado.
En esta parte del trabajo hemos encontrado que la inhibición de su acumulación de PA tras
,'
a
 hipoxia activa las PHDs y parece modular la activación trasncipcional de HIF, lo que sugiere que
también podría activar a FIH. Todas estas observaciones nos llevan a hipotetizar que e! PA
inducido en condiciones de baja tensión de oxígeno podría estar implicado en la regulación de las
de HIF.
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DISCUSIÓN
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EFECTO DE LA INHIBICIÓN DEL ÁCIDO FOSFATÍDICO INDUCIDO EN
POXIA SOBRE LA TRANCRIPCIÓN DE LAS ISOFORMAS DE HIF Y VHL.
Datos previos generados en nuestro laboratorio indican que eí tratamiento con el inhibidor
a actividad DGK, R59949, afecta tanto a la acumulación de PA como a la activación de HIF-la
hipoxia, por lo que el PA vía DGK parece jugar un papel esencial en la regulación de HIF-1 a .
este trabajo hemos intentado dilucidar cuál es el mecanismo de acción de este agente
nacológico sobre HTF, y para ello hemos estudiado su efecto sobre los diferentes elementos que
iponen la ruta cacónica de la hipoxia.
Dado que sólo se había estudiado el efecto de este inhibidor sobre HÍF-la, decidimos
jstigar primero si la inhibición con R59949 afectaba también a la estabilización de HIF-
sugiriendo que la bajada en los niveles de PA estaba afectando a un mecanismo de regulación
íún a ambos factores. Utilizando células que presentan HIF-2a comprobamos que el inhibidor
queaba de manera dramática los acúmulos de esta isofonna. También se bloqueaba la inducción
el uso de D609, agente farmacológico que inhibe las actividades enzimáticas SMS y/o PC-
Se ha descrito que la fuerte acumulación de tas isoformas de HIF en hipoxia no depende de
nodulación de los niveles de sus mRNAs, pero sí que se ha descrito esta regulación para otras
teínas como el VEGF. Estudiamos el posible papel regulador de R59949 sobre los niveles de
isajero de las dos subunidades HIF-la y HIF-2a. Como se muestra en la figura 6, ei tratamiento
as células con R59949 no tenía ningún efecto sobre los niveles de mRNA pese a observarse en
mismas células una inhibición total de la proteína. En el caso de las células 786-O se observa
ligera bajada en las células tratadas con R59949 del mensajero de HIF-2a, pero creemos que
justifican la bajada de la proteína. En algún caso esas ligeras variaciones se observan al alza,
10 en 293-T. Después de esto nos planteamos el analizar si la ruta del proteosoma/VHL estaba
>licada en el efecto del R59949. Decidimos utilizar el sistema de células deficientes en VHL. El
tratamiento de estas células con el agente farmacológico no tenía ningún efecto sobre los niveles
proteína, tanto a l como a2, que se encuentran constitutivamente estabilizados en estas líneas.
b tanto R59949 requiere de !a presencia de VHL para ejercer su efecto negativo sobre HIF. En
os los casos la internaJización y el efecto inhibitorio de) agente se controlaron confirmando que
capaz de inhibir la acumulación de PA inducida por hipoxia en estas células. Estos datos
ieren que el mecanismo de acción del inhibidor requiera que sistema de degradación de HIF
«intacto. Aunque no hay nada descrito al respecto, nos planteamos si el inhibidor pudiera estar
dificando los niveles de la proteína VHL, aumentándolos e incrementando por lo tanto la tasa de
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legradación de HIF. Se determinó en dos tipos celulares que esto no estaba sucediendo, los niveles
le VHL se mantienen por igual en todos los tratamientos.
Otra posible manera de regular los niveles de HIF y su interacción con VHL de manera
ndependiente de hidroxilación, es por la regulación de sus niveles de acetilación. Se ha descrito
ue la acetiltransferasa ARD-1 acetila a HIF en normoxia promoviendo su interacción con VHL.
En hipoxia el mRNA de esta proteína disminuye y por lo tanto su actividad, de manera que la
icetilación de HIF disminuye, no interacciona de esa manera con VHL y se estabiliza. Nosotros
.orno se muestra en la figura no hemos sido capaces de reproducir esos datos. No observamos
lisminución del mRNA de la acetiltransferasa en hipoxia ni en 293-T ni en otros dos tipos
eluiares. Puede que e¡ fenómeno de ¡a acetilación sea específico de tipo celular, ya que en el
irtículo en el que lo describen lo analizan sólo en una determinada línea celular.
1. CARACTERIZACIÓN DEL EFECTO DEL AGENTE R59949 SOBRE LAS
HIDROXILASAS DE HIF.
Dado que las PHDs son las principales reguladoras de la estabilización de HIF en hipoxia,
ios planteamos si este agente pudiese estar aumentando la unión de VHL a HIF, así como la
tctividad prolina hidroxitasa. Nuestros resultados muestran que el tratamiento con R59949 tiene un
sfecto sobre la actividad PHD, aumentado su actividad y favoreciendo por lo tanto la hidroxilación
te HIF y su unión a VHL. El efecto activador sobre las PHDs lo observamos ya en condiciones de
lormoxia 21%, lo que explica la inhibición que se observa con este agente de los niveles básales de
"ÍIF que a veces presentan las células ya en normoxia. En algunas condiciones de cultivo como una
onfluencia más alta, la estimulación con factores de crecimiento, citoquinas, se ha descrito que
'stabilizan a HIF, sería interesante estudiar si el agente farmacológico tiene un efecto inhibitorio
obre estos estímulos.
Encontramos que R59949 inhibía la transcripción dependiente de HIF que se encuentra
onstitutivamente activada en células VHL negativas. El hecho de que en estas células el
expuesto sea capaz de inhibir la actividad transcripcional de HIF sin afectar a la estabilización de
a
 proteína sugiere que R59949 está también regulando los mecanismos que controlan la actividad
ranscripcional de HIF y por lo tanto, sugiere que FIH pudiera estar siendo activado en esas células.
'
n
 embargo habría que realizar más experimentos para estudiar mejor esta posibilidad.
Una vez determinado el papel activador de R59949 sobre las hidroxilasas de HIF, será
Osario plantear nuevos experimentos para determinar la diana directa sobre la que estaría
lctuando el R59949. Por una parte, como el oxígeno molecular es uno de los sustratos de las
11(froxilasas de HIF, tanto de las PHDs como de FIH, una posibilidad sería que el R59949 estuviera
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umentando la afinidad por el oxígeno de las hidroxilasas. Bajo tensiones de oxígeno muy bajas
|%02), cuando la actividad de estas enzimas se ve reducida por la baja disponibilidad de sustrato,
ste agente podría estar aumentando su habilidad para unir O2 y por lo tanto amentar la
idroxilación de HIF y su degradación. En este sentido, las hidroxilasas de colágeno son
erfectamente activas a esas concentraciones de O2, lo que indica que pese a estar limitante, el
xígeno está siendo accesible a actividades enzimáticas similares. Puede que el compuesto esté
íodificando alostéricamente a la enzima permitiendo una mayor afinidad por el gas. Por otro lado,
; ha descrito recientemente que inhibidores de la respiración mitocondrial, así como el óxido
ítrico, son capaces de redistribuir el O2 intracelular, aumentando así su disponibilidad en las zonas
onde se encuentran las PSD (Hagen et al., 2003). En este sentido, R59949 podría también estar
roduciendo una relocalización del oxígeno, hacia las zonas donde se encuentran las hidroxilasas
eHIF.
A parte del oxígeno molecular, la reacción de hidroxilación requiere la presencia de ácido
scórbico como cofactor, para mantener ios niveles de Fell, ya que la reacción de hidroxilación
xida el Fell a FelII quedando la enzima inactiva. El ascórbico reduce FelII a Fell reactivando la
nzima. Se ha determinado que la inhibición de las prolina hidroxilasas producida por los metales
e transición Níquel y Cobalto se debe (sin descartar su posible papel también sustituyendo al
ierro en el sitio activo) a la bajada que producen en los niveles intracelulares de ascorbato. En ese
entido hay un trabajo (Knowles et al., 2003) en el que muestran que ciertos estímulos como
Igunas transformaciones oncogénicas, que producen acúmulos de HIF, se debe a que el ascorbato
stá limitante en algunas condiciones de cultivo y por tanto las PHDs se encuentran inhibidas. En
sas condiciones, la suplementación con hierro o ascórbico restaura la actividad enzimática, por lo
into un posible efecto del R59949 pudiera ser la regulación de la disponibilidad intracelular del
cido ascórbico o de ion ferroso. Finalmente en un reciente artículo (Gerald et al., 2004), se ha
repuesto el papel de las especies reactivas de oxígeno(ROS) en células JunD negativas sobre la
ctividad hidroxilasa. El aumento de ROS en estas células promueve la oxidación del hierro (II) en
ierro (III) por la reacción de Fenton y por lo tanto aumenta la proporción de PHDs inactivas, en
stado de hierro (III). De acuerdo con estos datos, no excluimos ta posibilidad de que el R59949
sté afectando a los niveles de ROS y modulando de esta manera u otra de las propuestas como
^canismo de acción de los ROS sobre HIF, a las hidroxilasas de HIF. En este sentido, se ha visto
,ue R59022, un análogo más inactivo que el R59949, potencia la producción de ROS en leucocitos
'olimorfonucleares (Ohtsuka et al., 1990).
Hemos descrito previamente que la hipoxia produce un aumento de PA levéis paralelo a la
cumulación de HIF. Ambos, tanto la acumulación como la activación de HIF inducidos por
!1Poxia se inhiben tras el tratamiento con R59949. Este compuesto ha sido caracterizado como un
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íhibidor específico de las diacilglicerol quinasas de tipo I y por lo tanto propusimos en posible
apel de estas enzimas en la regulación de HIF en la hipoxia. En el presente trabajo, proponemos al
.59949 como un nuevo activador de HIF-hidroxilasas. Cuando realizamos los mismos
xperimentos usando el inhibidor previamente descrito de SMS/PC-PLC D609, encontramos que
ste agente también inducía la formación de complejos VHL-HIF. Considerando que D609 también
ihibe la acumulación de PA en hipoxia, sugiere un posible papel del PA en la regulación de la
iteracción VHL-HIF. En este sentido, la acumulación de PA tras la exposición a hipoxia estaría
ihibiendo la actividad HIF-hidroxilasa y contribuyendo a la activación de HIF. Como el PA es un
egundo mensajero que se induce en respuesta a diferentes estímulos, la posible regulación de H1F-
idroxilasas por PA podría ser un campo de investigación en cuanto a que HIF se induce por otros
stímulos diferentes de la hipoxia, como factores de crecimiento, estimulación por citoquinas....
El PA podría mediar esta supuesta regulación de varias formas. Por un lado podría tener lugar
na regulación por interacción física directa entre el PA y las hidroxilasas, con lo que se
avorecería una determinada localización subcelular de las PHDs que afectase a su actividad. Por
tra parte, podría tener lugar una regulación indirecta, mediada por los distintos efectores de PA
lencionados anteriormente, que podrían fosforilar o modificar las PHDs de forma que se afectase
u capacidad de hidroxilación.
Sin embargo los resultados obtenidos en este trabajo no nos permiten descartar un efecto
¡recto del R59949 sobre HIF-hidroxilasas. Incluso el hecho de que el D609 tenga efectos similares
o excluye esta posibilidad, ya que aunque su estructura molecular no sea parecida aparentemente,
o sabemos cuáles son tos putativos requerimientos estructurales para producir el efecto. Próximos
xperimentos en el laboratorio están conducidos a clarificar este punto, estudiando el efecto de
mbos inhibidores al ser añadidos in vitro a la reacción de hidroxilación .
Para aclarar si el efecto es mediado por la modulación de ios niveles de PA, sería interesante
tantear experimentos en un futuro añadiendo exógenamente a las células diferentes ácidos
°sfatídicos y observando su efecto sobre HIF. Estos experimentos tienen la limitación técnica de
|ue la señalización por PA (y en general por los segundos mensajeros üpídicos) es totalmente
!ependiente de la localización subcelular donde se está produciendo el lípido, así como del 1 ípido
°ncreto en cuestión que se está generando.
El uso de este inhibidor es el único abordaje experimental que existe actualmente para interferir
5
 actividad DGK. En la actualidad se han clonado nueve isoformas diferentes de DGKs en
mamíferos. El R59949 se ha descrito como específico de las de tipo I, y algunos autores han
Perito que el R59949 no afecta a la actividad DGK C,, pero el efecto del compuesto sobre todas
15
 isoformas no se ha caracterizado todavía. Ya que la activación del programa génico dependiente
e
 HIF ha sido detectado en todas las células analizadas es posible especular que una isoforma o
61
ioformas concretas esté implicada en la activación de HIF o que cada tipo celular utilice su
epertorio de isoformas de la DGK para generar PA en respuesta a hipoxia. Cada una de las
ioformas de DGK presentes en la célula presenta una distribución subcelular característica lo cual
ilantea la posibilidad de que la acumulación de PA en hipoxia se produzca en compartimentos
ubcelulares concretos. Este concepto ha sido evidenciado en el caso del DGK C, (Topham 1998).
ie ha descrito previamente que la localización subcelular de las distintas isoformas de DGK es
specíflca y esencial para desempeñar sus funciones celulares (Goto and Kondo, 1999). De este
nodo, sería interesante estudiar en un futuro si la hipoxia promueve la relocalización subcelular de
¡ertas isoformas de DGK. La identificación de las isoformas expresadas en cada tipo celular será
m requisito previo al inicio de un análisis genético con el empleo de RNAs de interferencia.
Además, se requerirá la generación de versiones con pérdida de función de las DGKs detectadas en
ada tipo celular y la comprobación de que realmente funcionan como dominantes negativos en
ada tipo celular. Hasta la fecha, entre las nueve isoformas de DGK sólo hay un artículo que
iropone una versión dominante negativa de DGKa, que aún no ha sido confirmada por otros
utores(Cutrupi et al., 2000).
En los últimos años HIF- lay HIF-2a han sido implicados como factores críticos en la
>rogresión tumoral así como en la angiogénesis patológica. La expresión de HIF promueve la
upervivencia de las células que se encuentran en un microambiente hipóxico en tumores,
amentando la expresión de proteínas que median la adaptación a un metabolismo anaeróbico
Glut-1, LDH), resistencia a la apoptosis (TGF-a, NOS-2), angiogénesis (VEGF, TGF-p3,
-EGFR2) y la invadión y la metástasis (c-MET, UPAR). Además, las células cancerígenas en
ituación de hipoxia son más resistentes a la radiación y a la quimioterapia. Por lo tanto, la
nhibición de HIF sería una buena aproximación terapéutica contra estas situaciones. Como las
'SD y FIH son las responsables de la regulación de HIF, las nuevas terapias dirigidas contra HIF se
stán focalizando en la regulación de la actividad hidroxilasa. En este sentido, nuestros resultados
nuestran que el R59949 tiene un efecto estimulador de estas enzimas, lo que indica un posible uso
fe este inhibidor como agente terapútico contra el cáncer. Una de las ventajas de este compuesto
ería que es capaz de inhibir con la misma eficacia la estabilización de HIF-la y HIF-2a, y por lo
anto ofrece la posibilidad de su uso en diferentes tipos celulares, independientemente de la
soforma que se exprese mayoritariamente en cada célula. Además, este compuesto parece
simular la actividad de las PHDs así como la actividad de FIH y por lo tanto podría regular tanto
a
 estabilización de HIF así como su activación transcripcional. Esto es de crítica importancia en el
:aso de tumores deficientes en VHL, en los que las moléculas de HIF escapan de la degradación
egulada por las PSD, por lo tanto la única aproximación terapeútiva en estas células sería la
nhibición de la activación transcripcional de HIF. En nuestro trabajo mostramos que R59959
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loquea la transcripción dependiente de HFF en 786-O-1-115, por lo que podemos proponer el uso
e este inhibidor para el tratamiento de este tipo de tumores altamente agresivos. R59949 también
odría ser utilizado en el tratamiento de la retinopatía diabética y de ia hipertensión pulmonar,
atologías que se caracterizan por la alta expresión de HIF. En cualquier caso, es necesario
ontrastar los datos observados in vitro con experimentos in vivo, para validar el diseño de terapias
asadas o apoyadas en el uso de R59949.
En conclusión, nuestros datos abren una nueva área de investigación alrededor de la activación
e las hidroxilasas de HIF, que junto con el estudio de su inhibición, permitirán caracterizar el
lecanismo de regulación de estas enzimas. La profundización en el conocimiento de la regulación
funcionamiento de estas enzimas es de gran interés no sólo por lo relacionado con la inducción en
ipoxia de HIF, sino por su implicación en otros procesos fisiopatológicos en los que HIF está
mplicado como la inflamación, la activación por oncogenes o la respuesta a factores de
recimiento.
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CONCLUSIONES
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La realización de este trabajo de Tesis, de acuerdo con los resultados previamente
presentados, permite extraer las siguientes conclusiones:
1. La inhibición de la acumulación de las dos isoformas de HIF en hipoxia, HIF-la y
HIF-2a, en presencia del agente farmacológico R59949 se produce sin afectar a los
niveles de mRNA de ambas isoformas.
2. La presencia de la proteína VHL es necesaria para el efecto inhibitorio de los agentes
farmacológicos R59949 y D609. Pero este efecto no puede ser explicado por
modificaciones en los niveles de la proteína VHL.
3. El efecto farmacológico del inhibidor de la inducción de HIF se debe a que este agente
R59949 tiene un efecto directo activando la actividad prolina hidroxilasa y
favoreciendo por tanto la interacción HIF-VHL y la degradación posterior de HIF vía
proteosoma.
4. La actividad transcripcional dependiente de HIF es inhibida por el tratamiento con
este agente. Sugiere que la actividad asparaginil hidroxilasa puede ser aumentada por
este agente.
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of tbe genes induced by hypoxia are regul ated by
y of transcription factors termed hypoxia-induc-
ctors (HIF). Under normoxic conditions, HIFre
is are very unstable due to hydroxylation by a
J described famitv of pro 1 me hydroxylsses
EGL-Nine homologs (EGLN). Upon hydroxyla-
3Fa is recognized by the product of the tumor
ssor vhl and targeted for proteosomal degrada-
ince EGLNs require oxygen to catnlize HIF hy-
ition, this reaction does not effieiently occur un-
1 oxygen tensión. Thus, under hypoxia, HIFa
»from degradation and transcribes target genes.
CÍA levéis of two of the three EGLNs described to
• induced by hypoxia, suggesting that they might
el HIF target genes; however, no proof for this
Mis has been reported. Here we show that the
on of EGLNl and -3 by hypoxia is found in a wide
fcell types. The basal levéis of EGLN3 are always
low those of EGLNl and EGLN2, and its induc-
hypoxia is larger than that found for EGLNl. The
V of transcription, actinomycin D, prevenís the
* of EGLN3 mRNA induced by hypoxia, indicat-
t it is due to enhanced gene expression. Interest-
GLNl and EGLN3 mKNAs were also triggered by
nhibitors, suggesting the involvement of HIF a in
frol of íts transcription. In agreement with this
"'?> pVHL-deficient cell fines, which present
'F activity under normoxia, also showed dramat-
"creased normoxic levéis of EGLN3. Moreover,
•fexpression of an oxygen-insensitive mutant
HlFa resulted in increased normoxic levéis of
"iRNA. Fmally, hypoxic induction of EGLNs was
«ved in cells lacking functional H1F«.
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Mi it is not surprising that an evolutionarily conserved
ir}- able to sense oxygen lévela is present in almost
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molecules has been found to be altered in response to changes
in oxygen tensión, induding ion channels (1), kinases (2-7),
and transcription factors (2, 8-13). Among them, the tnost
common and beat uaderstood response is the activation of a
group of basie helbt-loop-hetix-Per/Aryl hydrocarbon receptor
translocator/Sim dojnain transcription factors, ealled hypoxia-
inducible factors {HIF)1 (14). In fact, HIF is responsible for the
mduct ion of the vast majority of genes up-regulated in response
to decreased oxygen tensión. HIF transcription faetors are het-
erodimers of a constitutively expressed J3 aubunit (HIF-p; also
known as the aryl hydrocarbon receptor translocator) and an
oxygen-regulated a subuait (HIF-o). Although there are three
types of a subunits, HIF-la, HIF-2« (also known as the endo-
theiial Per/Aryl hydrocarbon receptor translocator/Sim do-
main), and HIF-3Q, encoded by different genes, it is currently
accepted that they are regulated in a similar fashion by oxygen
availability. The expression of HIFp and a subunits genes,
their mKNA stability, and the half-life of HIFj3 protein are not
influenced by oxygen levéis. In contrast, HIFa proteins are
extremely unstabEe in the presence of oxygen due to a higli
degradation rate by the proteasome, whereaa their half-life is
dramatically increased under hypoxia (15). The realization
that tumoral cells deficient for the product of the tumor sup-
pressor gene vhl overexpressed the HIF-regulated gene vascu-
lar endothelial growth factor (VEGF) (16, 17) led to the iden-
tification of pVHL as the substrate recognition component of an
E3 ubiquitin ligase eomplex that targets HIFa for proteosomal
degradation {18). It is noteworthy that pVHL binding to HIFa
is dependent oa hydroxylation of two specific proline residues
on HIFa, a posttranslational modification that is only found
under normal oxygen tensión (19-21). The recent cloning of the
enzyines responsable for HIF hydroxylation revealed that they
belong to the iron- and 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase
superfamify (22, 23). To date, four different genes liave been
reported to encode proteins with HIF proline hydroxylase ac-
tivity; three of them are closely related to C. elegans egl-9 gene
and thus have been termed EGL-Nine homologs 1, 2, and 3
(EGLNl to -3). Due to the simultaneous independent cloning of
EGLNs by different groups, they have been given other ñames
iocluding HIF proline hydroxylase-2, -3, and -1 and proline
hydroxyiase domain-2, -1, and -3, respectively; for simpltcity,
we will use the EGLN nomenclature. Little infonnation is
available regarding the fourth HIF proline hydroxylase, PH-4
1
 The abbreviations used are: HIF. hypoxia inducible factorts); VHL.
von Hipple-Lindau; VEGF. vascular endothelial growth factor; EGLN,
EQL-Nine homolog; Q-RT-PCR, quantitative real time PCR; E3, ubiq-
uitinprotein ¡sopeptide ligase.
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(24). Moreover, it has not yet been proved that PH-4 directly
acts on HIFa. Since dioxygenases require oxygen to catalyze
substrate hydroxylations, it has been proposed that EGLNs
function as the oxygen sensors that directly regúlate HIFa
stability. la fact, caleulation of the Km for oxygen of the EGLNs
has revealed that it is high enough to support their role as
oxygen sensors at the normal oxygen tensión found in tissues
(25).
Interestingly, the mRNAs of EGLN1 and -3, but not EGLN2,
are Lnduced by hypoxia in several cell types (22, 2G-28). In
most of the cases reported, the induction of EGLN3 mRNA is
much more prominent than that of EGLN1. Moreover, the
inereased mRNA levéis correlate with increased EGLN activity
(27). As a whole, these resulta suggest that EGLN1 and -3 can
be targets of the pVHL/HIF pathway, but no evidence for this
hypothesis has been reported. Herein we have further investi-
gated this possibility and have found that hypoxic induction of
EGLN3 requires an JEtact pVHL/HIF pathway and that HIF
activation is sufficient to induce EGLN3 gene transcription.
EXPERIMENTAL PBOCEDURES
Cell Culture and Reagents—The pVHL-deficient 73G-O cell clones
stably expressing wild type VHL (WT10), truncated VHL (1-115) or
empty plasinid (PRC3) were kindly provided by Dr. Kaelin (Dana-
Farber Institute, Boston, MA). Parental VHL-negative RCC4 cells
(herein designated RCC4-) and the corresponding VHL-stable trans-
fectants (RCC4 + ) were provided by Dr. Maxwell (Imperial College,
London, UK). Parental VHL-negative RCC10 cells and a clone derived
by stable transrection of VHL(VHL53) were provided by Dr. Píate (JWG
University, Frankfurt, Germany). Parental VHL-defective UM-RC6
cells and the stable VHL transfeetant, UM-RC6 3-4 (herein referred to
as 3-4), were provided by Dr. Lerman and Dr. Ivanov (Laboratory of
lmmunobiology, NC], National Institutos of Health, Frederick, MD).
WT&PP13 clone derives from WT8 cells upon stable expression of a
P402A.P564G mutant HIF-la. All cells were maintained in RPMI 1640
médium with GLUTAMAX-1 (Invitrogen). For WT-10. 1-115. PRC3,
WT-10-PP13, VHL+53, and RCC4+. G418 sulfate 100 mg/ml (Pro-
mega) was added to culture médium. Hepal and HepaC4 cells were
maintained in a-modifed Eagle's médium(Biochrom) and 4.5/Kal3 cells
¡n Ham's nutrient mixture F-12 <Euroclone). In all cases, culture mé-
dium was supptemeníed wilh 100 unils/m] penieiJlin and 100 fig/riú
streptomycin and 10<& fetal bovine serum. Human umbilical vein endo-
thelial primary celia were isolated and grown as previously described
(29). Hypoxia (196) was índuced by culture of cells in an in vivo 400
hypoxia work station (Ruskinn Technology). Deferoxaim'ne was pur-
chased from Sigma; anti-HIF-la was from Transduction Laboratories;
anti-HIF-2o/endothelial Per/aryl hydrocarbon receptor translocator/
Sim domain w«s from Novus Biologicals (Littleton CO); and anti-aTu-
bulin was from Sigma.
Western flíoí—Immediately after treatments, cells were washed with
¡ce-cold phosphate-buffered saline and harvested in 70-200 fj of lx
loading buffer. Lysates were sonicated for 4 s, centrifiiged at 4 °C for 2
min at 14,000 x g, and resolved on 8-10* SDS-polyacrylanude gels.
Proteins were then transferred to nitrocellulose membranes (Bio-Rad),
blocked with 5% nonfat dry milk in TBS-T (50 mM Tris, pH 7.6, 150 mM
CINa, 0.1% Tween 20), and incubated ovemight at 4 °C with the indi-
cated antibodieg. linniiinolubeling was detected by enhanced chemilu-
miniscence (Amersham Bioaciences) and visualized with a digital lumi-
nescent image analyüer (FUJIFILM LAS-1000 CH).
Quantitative RT-PCR—Immediately after treatments, cells were
harvested into 1 mi of Ultraspec reagent (Biotecx; Houston, TX). Total
RNA was extrscted and quantiñed, and ¡ntegrity was tested by gel
electrophoresis, 1 ^ of total RNA from each sample was retrotran-
scripfed tocDNA (Improm-Ii reverse transen piase; Pmmega). i-3/ílof
cDNA samples were used as témplate for amplíñcation reactions car-
ried out with the LC Fast Start DNA master SYBR Green I kit (Roche
Applied Science) following Ihe manufacturera instructions. PCR ampli-
fications were carried out in a l.ight Cycler System (Roche Applied
Science), and data were anglyzed with LightCycler software 3 versión
3.5.2S (Idaho Technology Inc.). For anulysis purposes, the amplicon for
each of the analyzed genes was cloned, and known amounts of the
cloned product were nsed to genérate a standard curve. The number of
copies of the gene of interest in each sample was extrapola! ed from the
corresponding standard curve by the indicated software. For each sam-
ple, duplícate determinations were made, and the gene copy number
was normal ized by the amount of/}-actin. The primer pairsu,
study are reported elsewhere (27).
RESULTO
Hypoxia Increases EGLN1 and EGLN3 mRNA I
Up-regulation of Their Gene Expression—It has been
that hypoxia up-regulates EGLN1 and -3, but not
mRNA in several cell types including HeLa celia (2!
osteosarcoma cells (26), rat pheochromocytoma PCI! t
and human cardiovascular cells (28). In addition to i
linea, we have found that EGLN1 is up-regulated in i
HepG2, and Jurkat cells and EGLN3 in HepG2 ani
celia {Fig. 1A). In contrast, we found no consistem
induction by hypoxia in any of these cell lines, despiti
that VEGF, a well known HIF target gene, was up-reg
all of them (Fig. 1A). Large differences were obsern
basal levéis of each EGLN among the distínct cell i
when comparing the quantity of each EGLN within
Une (Fig. IB). EGLN3 mRNA levéis were far belon
EGLN1 and -2 in aJl of the cases (Fig. IB). Next i
whether the induction of EGLN mRNA levéis was i
creased gene expression. To address this questioD, K
were expoaed to hypoxia in the presence or absem
transcription inhibitor actinomyein D, aad the mRNA
EGLN1, EGLN3, and VEGF determined by quantits
time PCR (Q-RT-PCR). As shown in Fig. 1C, the ind
EGLN1, EGLN3, and VEGF by hypoxia was ce
blocked by actinomycia D treatment, whereas HIF-11
induction was unaffected, suggest ing that their indi
quires gene transcription.
The inhibition of EGLN activity mmiics hypoxic o
leading to HIF stabilization and induction of HIF-tari
(30). Since hypoxia induces EGLN1 and -3 gene expre
next asked whether this induction could be mimicked
ference with the activity of the EGLNs, as demonstr
viously for other genes regulated by the HIF pathwa;
this end, HeLa cells were exposed to hypoxia or treati
normoxia, with deferoxam'me orthe 2-oxogltitarate «'
inhibitor, deoxymethylglutarate (19). The hydroxylat
tion catalyzed by EGLNs requires iron, and it is *
2-oxoglutarate decarboxylatton; thus, both iron cts»
oxoglutarate análoga inhibit EGLN activity and reáu
activation (19). As shown in Fig. ID, deferoxamine t
resulted in the induction of EGLN1 and -3 mRNAs uf
similar to that observed under hypoxia. Similarly, de
ylglutarate treatment up-regulated both EGLN mE-
tnore potently than hypoxia or deferoxamine treatiw
control, VEGF ¡evel was monitored and, as shown i£
there was a good correlation between the inductionc
and VEGF mRNAs.
Thus, EGLN1 and, more prominently, EGLN3 ai
commonly induced by hypoxia through a mechanisffl
its gene expression. Importaatly, hypoxic induction i
and -3 mRNAs can be municked by inhibition of EG1-N
suggesting that it could be mediated by the EGLN'F
pathway.
EGLN3 mRNA Is Up-regutated in pVHL-deficW1
has been previousíy shown that HIF target ge»eíi
VEGF, are up-regulated under normoxic eonditíons
deficient tumor cells (16, 17) as a consequence of»
stabilization of HIFa in these cells (18). In orderte^
the iiivolvement of the EGLN/pVHL/HIF pathway'
poxia-induced expression of EGLN1 and EGLN3 í
decided to investígate whether the expression of *'
was up-regulated in pVHL-deficient cell Unes. Toth>:
mRNA leveb of the different EGLNs were determ^
RT-PCR in cell Unes derived from uAi-negative tu»
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Fie. 2. BGLN3 mRNA is up-regulated in pVHL-defícient calis. A, the level of the indicated mRNAs was determined by Q-RT-PCR in the
cell lines WT8 and PRC-3, derived from 786-O ufti-deficient cells upon stable transfection with a plasmid encoding for pVH L or an empty plasmid,
respectively. We assigned a valué of 1 (horizontal line) to the level of each mRNA on the pVHL-expressing cell line (WT8) and represent the valúes
abtainedin the pVHL-deficient cells(PRC3) as a fraction of the valué in WT8 cells. The resuits of three independent experimenta are represented.
í. ihe aniount of EGLN3 mRNA was determined by Q-RT-PCR in sampies from the indicated i>A/-deficient and -competent cells. The valúes
obtained ¡n three independent determinationa and theír averages are represented after normalization by the j8-actin content. C, 786-O and RCC-10
ce lis stably expressi ng exogenous pVHL were exposed to hypoxia or left at normona for 8 h, and I hen the amount of EGLN3 mRNA was determined
by Q-RT-PCR. The data represent the -fold induction of EGLN3 mRNA in cells exposed to hypoxia over the levéis found in normoxic cells
(horizontal line). Data shown are representative from one Df three {786-0) or two (RCC-10) independent experimenta. Note thatgropis in A and
fl are in logarithmic units.
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Re. 3. HIF activity u sufTícíent to induce EGLN3. A, the 786-O cell line stably expressing exogenous pVHL and a derívate obtained by
stable transfection of a mutant ferm of HIF-la (PP) harboring point mutations at Pro 402 and 564 were exposed to hypoxia (Hx) or normaxia (AOr)
fwSh, and the levéis of HIP-la and 2a proteins were determined by inmunoblot. Resuits are representative of three independent experimenta.
fl, the level of EGLN3 was determined by Q-RT-PCR in the samples described in A. We assigner! a valué of 1 (horizontal Une) to the level of each
niRNAon the pVHL-expressing cell line (WT8) and represent the valúes obtained in the test of samples as -fold over thot valué. The resuits from
Jhree independent experimenta and their averages are shown. C, the level of each EGLN was determined by Q-RT-PCR in the samples described
¡n A. We assigned a valué of 1 (horizontal Uní) to the leve] of each mRNAon the pVHL-expressing cell line ÍWT8) and represent the valúes obtained
m the samples from HlFlu-expressing cells as -fold over that valué. The resulta from three independent experimenta are shown.
after 8 h under hypoxia (Fig. 35). Moreover, under hypoxia, the
Wel of EGLN3 found ia PP13 was higher than that abserveá in
WT8 cells, probably due to cooperation of HIFla P402A/P564G
with endogenous endothelial Per/aryl hydrocarbon receptor
traaslocator/Sim domain (HIF-2a) protein (Fig. ZB). In contrast
to EGLN3, no significant increase of EGLNl or EGLN2 was
found in celta expressing active HIF (Fig- 3C). These data
mdicate that HIFa activation is sufficient to induce EGLN3,
although they do not rule out that for maximal induction, other
factors may be required.
HIFa ¡s Necessary for the Hypoxic Induction of EGLNl and
&GLN3—The data preserjted so far indícate that activation of
KtFa induced by hypoxia or pVHL deficieney result in in-
freased EGLN3 mRNA level. We then wanted to determine
whether HIFa was necessary for EGLN induction by hypoxia.
In order to address this question, we studied EGLN3 induction
m cel| linea with well defined defieiencies in the activation of
fflF, such as HepaC4 and Ka 13 cell linea. HepaC4 celb do not
e
*press a functional HIFp subunit, and as a consequence, HIFa
Protein is not ahle to transactivate target genes, in contrast to
the parental Hepal cells (31). On the other hand, the Kal3 cell
line lacks HIF-la and HIF-2cr expression, since they were
selected from the 4.5 Chícese hámster ovary ce!l Une that did
not express HIF-2a after a mutagenesis protocol aimed to elim-
ínate HIF-lct (32). As shown in Fig. 4A, Hepal cells up-regu-
lated EGLN3, EGLNl, and VEGF mRNAs upon exposure to
low oxygen tensión. In contrast, no change was observed in the
levéis of any of these mRNAs in the HIF/3-deficient HepaC4
cells {Fig. 4A). Similar resuits were observed in the Ka 13 cells;
whereas EGLN3 and VEGF were induced by hypoxia in the
parental 4.5 cells, no increase was found in the Ka 13 cells
lacking HIFQ proteins (Fig. 4B). In the case of the Kal3 cells,
both EGLN3 and VEGF normoxic levéis were higher than those
observed in the HIF-la-expressing 4.5 cells,2 suggesting that
other factors than HIF regúlate the expression of these genes.
Thus, similar to other hypoxia-regulated genes, such as
VEGF, the activity of HIF is necessary for the induction of
EGLN-3 and EGLN-1 by low oxygen tensión.
DISCUSS1ON
The resuits above indícate first that EGLNl and -3 are
induced by hypoxia and hypoxia-mimetic agents, through a
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the reiative expresston level of the different EGLNs, we assigned a valué Df 1 {horizontal Une) to the normoxic levéis of EGLNl on each cell line
and represent the anwunts of EGLN2 and EGLN3 mRNAs as fractions of that valué. Data shown are the average of the same two experimente
in A. C, HeLa cells were exposed to hypoxia or normoxia for 8 h in the presence or absence of 0.5 (Jgfrnl actiomycin D as indicated. The level of each
mRNA was detennined by Q-RT-PCR and expressed as -fold level obtained in untreated normoxic cells (set to 1; horizontal line). Parallel cultures
were processed for inmunoblot determination of HIF-la protein- A representative experiment of three is shown. D, HeLa cells were treated with
380 IÍM deferoxamine, 1 mM deoxymethylglutarate (DMOG) or left untreated for 8 h. The level of each mRNA was determined by Q-RT-PCR and
expressed as -fold level obtained in untreated normoxic cells (set to 1; horizontal Une). Data represent the resulta of three independent experimentó
and their average. Note that the y axes ofgraphs in A, B, and C are ¡n logarithnuc units.
reference, the level of expression of each gene in the pVHL-
deficient cell lines was always compared with the expression of
that gene in cell lines foreed to express normal pVHL by stable
transfection of the wild type full-length vhl cDNA- As shown in
Fig. 2A, the levsl of EGLN3 mRNA was dramatically increased
in the o/iZ-negative 78Ü-O cells, aa compared with 786-0 celia
expressing exogenous wild type pVHL. The same result waa
obtained for VEGF, as previously reported {16, 17). In contrasrt
to EGLN3 and VEGF, the mRNA levéis of EGLNl and -2 were
similar in cells with or without functional pVHL (Fig. 2A). In
order to confinn these results, we determined the level of
EGLN3 mRNA in three additional pVHL-deficient cell linea
obtained independently by different groups from human renal
clear cell carcinomas. Aa in the case of the 786-0 uM-negative
tumors {Fig. 2A\ the level of EGLN3 was dramatically in-
creased in the parental cell line (or mock-transfected) as com-
pared with their pVHL expressing derivates (Fig. 2B). Inter-
estingly, EGLN3 was also increased in fW-negative 786-0 cells
stably expressing
 a truncated, inactive, versión of pVHL (Fig.
2B, a&terisk). Importantly, restoration of pVHL function in
uW-deficient cell lines not only reduced basal normoxic lévela of
EGLN3 mRNA but also conferred the hypoxic inducibility <Fig.
2C) that was lost in the pVHL-defieient cells.2 Thus, loss of
VHL function results in deregulated EGLN3 expression but not
EGLNl or EGLN2 expression.
Constitutive Activation of HIFa U Sufficient to Induce
2
 M- C. Castellana and L. del Peso, unpubltshed observations.
EGLN3 mRNA—The best characterized consequence of pVHL
loss is the activation of HIF; henee, the results presented above
suggest that the up-regulation of EGLN3 found in uW-deficient
cells was due to HIFa activation. However, alterations associ-
ated with pVHL loss, other than HIFa stabiEzation, could also
be the cause of the increased expression of EGLN3. To furtlier
explore these possibilities, we investigated the eífect of foreed
expression of a pVHL-resistant mutant form of HIFa in*°
786-O cells stably expressing pVHL (WT-S cell Une). To Úát
end, we stably transfected the WT-8 cell line with a cDNA
encoding for a HIFa protein in which the prolines 402 and 564.
which are hydroxylated under normoxia and required for p\1IL
binding (19, 20), were changedto alanine and glycine residues.
respectively. The resulting cell Une was designated PP13
786-0 cells do not express detectable amounts of HIF-la, but
they do express HIF-2a that is stabilized under hypoxic condi-
tions {Fig. 3A). In the PP13 cell line, endogenous HIF-2n
showed oxygen dependence, whereas exogenous mutaní
HIF-la protein was expressed constitutivelj regardless of the
oxygen tensión (Fig. 3A). As a consequence of the constituí)"
expression of HIFlo in the PP13 cell Une, the basal level <£
VEGF mRNA is modestly, but reproducibly, incremented »s
compared with its expression in the WT8 cells, and a reporter
construct eneoding the luciferase gene under the control ol
hypoxia response element elements is activated.2 Therefoií-
the PP13 cell line presents a constitutive active HIF pathway
Importantly, the basal level of EGLN3 was increased in PP13-
as compared with WT-8, up to the level obtained in WT-8 cells
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Functional HIF ia required for the induction orEGLNl and EGLN3 by hypoxia. A, parental Hepal cells and their HIFfJ-deficient
cell line HepaC4, were exposed to hypoxia (fíx) or norrnoxia (Air) for 8 h, and the expression levéis of EGLNl, EGLN3, and VEGF were
ei by Q-RT-PCR. We assigned a valué of 1 (horizontal line) to the level of each mRNA Dn the cells with functional HIF/3 (Hepal) under
ind represent the valúes obtained in the rest of the samples as -fotd over that valué. The resulte from three ¡ndependent experimenta and
ragas are shown. Note that the grapk showing EGLN3 data is i n logarithmic units. S, the HIFa nuil cell line, KÍL13, aiui the 4.5 parental
fere exposed to hypoxia or norrnoxia for 24 h, and the expresaion level of EGLN3 was determined by Q-RT PCR. We assigned a valué of
itnlline) to the level of EGLN3 on each of the cell lin.es under normoxic conditions and represent the valué obtained in the cells exposed
¡ as -fold normoxic valae. Similar results were obtained in one more experiment.
ption-dependent mechanism; second that EGLN3, but
-NI, is up-regulated in pVHL-deficient cells and cells
rsssiag a constitutively active form of HIF-la; and fí-
at the activity of HIF is necessary for EGLNl and
mduction by hypoxia. Henee, altogether the data pre-
«sin strongly indícate that EGLNl and -3 genes are
by hypoxia through the EGLN/VHL/HIF pathway. In
!Dt, we have identified HIF binding sites followed by
ülary sequenees (33) on EGLNl and EGLN3 promot-
reas such sequenees are missing in the 5-kb sequence
B from the transcriptional start of the EGLN2 gene.
Work is required to determine whether these se-
flre fvinctional hypoxia response elementa.
EGLNs are components of the HIF pathway, our re-
ÍJest a regulatory feedbaek loop in this signaling route.
^se on EG-LN activity durmg hypoxia might be re-
)ensure fast ehmination of HIF after reoxygenation. In
as been shown that HIFa down-regulation upon reoxy-
oceurs faster after long periods of hypoxia (34). Aiter-
the increase of the total amount of enzyroe (EGLNl
ypoxia might alterthe kinetics of the reaction, leading
es in the reaction equilibrium after extended periods of
'
fr hypoxia. As a consequence, at least under modérate
EGLN induction should result in augmented HIFa
:¡on and lead to a reduction of steady state levéis of
•^idmgly, we have found that in PC12 cells exposed to
°-1 the amount of HIF2a is higher 3 h after hypoxic
5
 than after 8 h.2 On the other hand, it is important to
;
 Üie basal {normoxic) lévela of EGLN3 are extremely
II
 «sea studied; thus, in the case of EGLN3, hypoxia
' íuaiitative change in the cellular EGLN composition
III
 just a change in the amount of preexisting enzymes.
Ports have already demonstrated that not aÜ three
Un the same affuiity for HIFa (25, 35), and each
Jl EGLN has different activity toward the two target
»affiFa (22, 25); thus, changes on the cellular EGLN
*>n may transíate into a diñerential induction of the
"Na proteina or change the kinetics of response to
Mabüity.
^ l y , whereas EGLN3 mRNA level in VHL-deficient
cally increased as compared with cell» with
function, the amount of EGLNl was not in-
result could indícate that, in contrast to EGLN3,
i ú not suíñcient to induce EGLNl gene ex-
other, hypoxia-induced VHL-independent, fac-
tors are required. In fact, the experiments with the mutant
form of HIF-la showed a poor induction of ELGN-3, as eom-
pared with the pVHL-deficient cells, suggesting that even
EGLN3 may require other factora than HIF for a robust gene
induction by hypoxia. In this senae, it was reported that hy-
poxic induction of VEGF is enhaaced by the cooperation. be-
tween HIF and activator protein-1 transcription factor (36).
Moreover, the rat homologue of EGLN3, sm-20, was firstly
identified as an early gene induced by mitogens (37). In smooth
muscle cells, sm-20 induction by mttogens can be mimicked by
cAMP analogs, auggesting the involvement of the cAMP-re-
sponse element-binding transcription factors on EGLN3 induc-
tion. Thus, although HIF is required for the hypoxic induction
of EGLNl and EGLN3, other factors than HIF will probably
modulate EGLN gene expression.
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Note Added in Proo/'—While this manuseript «as under revíew.
Berra et al. (Berra, E., Benizri, E.. Ginouves. A-, Volmat, V., Roux, C,
and Pouyssegar, J. (2003) EMBO J. 22, 4082-4088) reported that
inhibition af HIF-la expression by inlerference RNA (iRNA) prevented
the induction of EGLNl by hypoxia.
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Role of diacylglycerol induced by hypoxia in the regulation
of HIF-1 a activity
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«ia-inducible factor ] (HIF-1) is a critica! transcription factor for the adaptation to lowered oxygen environtnents. We have
sly reported that hypoxia induced phosphatidic acid (PA) accumulation through diacylglycerol kinase (DGK) activity and
devidence that this PA production regulated HIF-1 expression. Here we report that hypoxia also produces a marked in-
lar accumulation of diacylglycerol (DAG) in difieren! cell types. The previously proposed inhibitor of phosphatidylcholine
dipase C (PC-PLQ/sphingomyelin synlhase (SMS) activities, D609, specifically abrógales both hypoxia-dependent DAG
'•ation and hypoxia-induced HIF-1 expression. We show that DAG-dependent protein kinase C (PKC) isoforms do not play
nial role in the regulation of HIF-1 expression. D609 ¡nhibits PA accumulation triggered by hypoxia, suggesting that DAG
cías substrate for its conversión into PA by DGK upon these conditions. Therefore, this work provides novel evidence for
tence of DAG/PA-dependetit intracellular mechanisms involved in the regulation of HIF-1 expression.
Elsevier Inc. A1I rights reserved.
* HIF-1; Hypoxia; Diacyiglycero]; Phosphatidic acid; Signal transduction; Protein regulalion; Lipid second messengers
s
 respond to low oxygen tensión by indttcing a
ípression program to overeóme this situation. It
& demonstrated that hypoxia-inducible factor 1
I is the transcription factor that controls the
•dependent response [1], HIF-1 regulates various
Jicluding the vascular endothelíal growth factor
h erythropoietin (EPO), and glycolytic enzymes
°thers (2],
•I is a heterodimer composed of a and p subunits
;bngs to the basic helíx-loop-helix PAS (Per,
ind Sim) family of transcription factors [3]. In
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normoxia, the tumor suppressor Von Hippel-Lindau
(VIIL), which is a component of the E3 ubiquitin ligase
complex, interaets with the ot subunit of HIF-1 (HIF-1 a)
and this recognition leads to HIF-la ubiquitinization
and subsequent proteasome-dependent degradation
[4,5]. It has been recently demonstrated that hydroxyl-
ation of proline residues 402 and 564 of HIF-la by a
novel class of prolyl hydroxylases (PHDs) is required for
the interaction of VHL with HIF-la [6,7]. Exposure of
cells to hypoxia induces stabiiization of the HIF-la
subunit due to the inhibition of PHDs activity, leading
to the formation of the HIF-lot/P heterodimers that
bind to DNA hypoxia-responsive elements (HRE) to
drive transcription [8¡. PHDs have been recently in-
volved in a HIF-dependent feedback regulatory mech-
anism, supponing their role as key molecules in oxygen
sensing [9,10|.
Celís respond to múltiple extracellular stimuli by
acutety generatmg lipid second messengers. We have
previously shown that hypoxia leads to an increase in
^ • see frotu matter © 2004 Elsevier Inc. AJÍ righls reserved.
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cellular level of phosphatídic acid (PA) through
n of diacylglycerol kinase (DGK) [II]. Another
ipid messenger is diacylglycerol (DAG) that
ise from several sources. The best established is
olysis of phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
) by phospholipase C (PI-PLC) [12,13], An al-
mechanism is the breakdown of PC by a pu-
karyotic phosphatidylcholine phosphoüpase C
;)-like activity [14,15]. Although protein/s re-
; for this activity have not yet been cloned in
ian cells, the existence of this alternative path-
a on the use of D6O9, a previously proposed
ofPC-PLC-like activity [16-18]. In addition, it
suggested that cellular sphingomyelin synthase
:tivity could account for the putatíve PC-PLC
since first this enzymatic activity converts si-
wsly PC ceramide into DAG and sphingomy-
second it is inhibited by D609 [19]. One of the
*n intracellular functions of DAG is to serve as
eric activator of classical and novel protein ki-
PKC) isoforms that mediate many cellular re-
ncluding cell growth and differentiation [20,21].
sent work we report that hypoxia causes DAG
rtion. Elimination of this hypoxia-induced
th pharmacological inhibition of PC-PLC-like
S SMS activity specifically abrógales HIF-1-
>t transcription. In contrast, the PI-PLC
• U73211, does not affect the HIF-1 transcrip-
livity. Furthermore, here we discard the role
•dependent PK.Cs upon HIF-1 activation by
All these data led us to suggest that hypoxia-
DAG accumulation serves as substrate for
genérate PA that regulates HIF-1 activation.
1
 and methods
'• [!:P)Orthophosph2(e (carrier free) and [v-"P]ATP
* Ci/tnmol) were purchased from Amersham-Pharmacia
ll|e Chalfoat, Buckinghamshire, UK). Silica gel thin layer
P^hy (TLC) piales (60 Á, LK6D) were from Whatman
!J-D6(»waspurehasedfroinSigma(St.Louis. MO). RoM-
"'211 were from Calbioehem (La Jolla, CA). The authentic
d standard for 1,2-dioieoyl phosphatidic aeid and phorbol
i«fie from Sigma (Si. Louis, MO). Analylic grade organic
TLC wete frora Merck (Darmstadt, Germany).
ta
' and eellular treatments. HeLa cells were grown in
' *ilh GLUTAMAX-I (Life Technologies, Paisley, UK)
ST celk were grown in Dulbecco's MEM (Biochrom KG,
^ y ) in the presence of ¡0% (v/v) lbeta! calf serum (FCS)
_
ltTOationaL Woodside, UK). Cells were routinely cultured
l
'
/í
 C d (normoxic conditions) at 37 "C. Celluiar exposure
*^ performed as previously described with a mixture of
^ and 94% Ni [II].
v
'*»i af totea cell DAG. Lipids were extracted by the
W'gh and Dyer [22] from cells exposed to normoxia or
^ h in the presence or absence of D609. The aniount
" detennined by ils conversión into [3!PJPA by Esche-
°Glí in the presence of [y-*!P]ATP as previously de-
G levéis were corrected to the total phosphoüpid
phosphate contení. The method of Bartlett [24] was used for the
assay of total phosphate.
Measurement ofPA. Cells were cultured in phosphate-free médium
suppleraented with 10% (v/v) foetal calf serum (extenstvely dialyzed
agaínsi 0.9% (w/v) NaQ) for 90min bcfore the addition oí [);P]or-
thophosphate (¡OOnCi/ml) for an additional 90min. Then, the cells
were exposed to normoxia or hypoxia. Phospholipids were then ex-
Iracted by the method of Bligh and Dyer [22] and analyzed as previ-
ously described [II]. Quantification of the band ¿orresponding
to [JiP]PA was performed using the Bio-Rad Molecular Analysl
Software.
Deiermination of calcium levéis. Serum-starved cells for 20 h were
resuspended in Hanks' Balanced Salt Solution (HBBS) at 4 x 106cells/
mi. Thereafter they were labeled adding fluo-3, AM (4|jg/ml) (Mo-
lecular Probes, Leiden, The Netherlands), for 30min al 37 °C. Then
cells were washed twice with HBBS. Thereafter, the cells were pre-
treated with the PI-PLC inhibitor, U-73122, or vehicle for 1 h before
serum stimulation. Then, fluorescente intensiiy was analyzed by flow
cytometry in a FACScalibur apparatus (Beckton-Dickinson).
Recombinaiit plasmids and transfections. The HIF-I-responsive
plasmid p9HIFl-Luc, EGR-responsive plasmid pEGR-Lu, and
pCMV-LUC have been previously described [11,25], Confluent cell
cultures growing in lOOnun culture dishes were transfected in DuJ-
becco's MEM containing ¡0% (v/v) FCS with 1 jig p9HIF-l Luc or
1 ug pCMV Luc in combination with 19ug ofempty plasmid pCDNA3
in the case of 293-T cells: and 20 ug of p9HIF-l Luc or 20jig of pCMV
Luc in the case of HeLa cells by using a standard calcium phosphate
method [26]. After lOh of transfection, cells were pooled and plated
onto 24-well cell plates. After 14-16 h cells were pretreated or not wilh
D609, Ro 31-8220 or U-73122 before incubating in normoxic or
hypoxic conditions for an additional 6 h. Thereafter the cells were lysed
and luciferase activity was measured (Promega, Madison, WI) with a
Lumat LB9501 luminoroeter (Berthold, Wüdbad, Germany).
¡ninntnoblotting. Whole cellular lysates were resolved on 8% poly-
aerylamide-SDS gels and transferred to nitrocellulose membranes. The
levéis of HIF-1 a subunit or Sp-1 protein were detected with spccific
antibodies (Transduction Laboratories and Santa Cruz Biotechnology,
respectively) by Western blotling.
Resalts
Hypoxia induces DAG accumulation through a PC-PLC/
SMS activity
We have previously reported that the cellular expo-
sure to low oxygen tensión produces an increase in the
total cell DAG content of HeLa cells |11). Here we an-
alyzed whether this phenomenon was present in another
cell type. The exposure of 293-T cells to hypoxia induced
a stgnificant increase in tota! cell DAG, similar to HeLa
cells (Fig. 1). In agreement with our data, hypoxia has
also been found to increase the total DAG contení in
neonatal rat ventricular myocytes and in HepíB cells
[27,28]. The magnitude of the total cell DAG increase
observed in hypoxia is similar to that observed in re-
sponse to other stimuli 114,15[. Therefore, it could be
proposed that the accumulation of DAG is a common
mechanism in the cellular response to hypoxia.
A PC-PLC-like activity as well as SMS activity has
been reported to genérate DAG in response to several
stimuli. The effect of the previously described inhibitor
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293-T HeLa HeLa
293-T HeLa
Fig. 1. Hypoxia induces DAG produclion. HeLa and 293-T cell cul-
tures were incubated for 6 h in normoxia (N) or hypoxia (HP). Ceilular
lipids were extracted and DAG levéis were detennioed by the con-
versión of DAG ¡uto [5::P]PA. [3!P]PA generated was separated from
a!I other phospholipids by TLC and then visualized by autoradiogra-
phy (upper panel). Quantification of the radiolabeled PA normalized
to the tota! phospholipid phosphate content is shown (lower panel).
An espécimen! performed in duplícate is shown, Similar resufts were
obtained in two further experiments.
of these enzymatic activities, D609, [17,29] was analyzed
on hypoxia-induced DAG accumulation. We found that
pretreatment of 293-T and HeLa cells with D609 com-
pletely prevented the increase of DAG levéis in response
to hypoxia (Fig. 2). It is important to note that the dose
of D609 required to abrógate hypoxia-induced DAG
accumulation was lOOjig/ml in HeLa cells and 40 ug/ml
in 293-T cells (Fig. 2), indicating a differential sensitívity
to D609 between these two cell types. These doses were
similar to those required to prevent DAG accumulation
observed in response to other stimuli [16] as well as to
inhibit the putative PC-PLC/SMS activity in vivo and in
vitro [19]. The basal level of DAG was also slightly af-
fected (Fig. 2), suggesting that the generation of DAG
through a PC-PLC/SMS activity is operaíive under
normoxic conditions and that oxygen deprivation en-
hances this pathway of DAG accumulation.
Effect of pkarmacological inhibition of hypoxia-induced
DAG accumulation on HIF-1 -dependent transcription
We also analyzed whether the inhibition of hypoxia-
induced DAG accumulation affected the activation of
HIF-1. As a first approach, 293-T cells were transfected
with the HIF-1-responsive repórter plasmid p9HIF-l
Luc (see Materials and methods). Pretreatment of
transfected 293-T cells with D609, at doses identical to
those that inhibited hypoxia-inducible total cell DAG
accumulation (Fig. 2), inhibited the hypoxia-inducible
transcription promoted by p9HIF-l Luc (Fig. 3A, upper
c
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Fig. 2. The PC-PLC/SMS activity inhibitor D609 preven
induced DAG accumulation. HeLa cells (upper panel) and
(lower pane!) were ¡ncubated with vehicle (water 2% v/v) f
the indicaled doses during exposure to normoxia (N) or b"
for 6 h. Cellular lipids were extracted and DAG levéis «rae
as indicated above. An experiment performed in duplieli
Similar results were obtained in two further experiments
panel), without affecting pCMV-Luc-depemit
scription (Fig. 3A, lower panel). These resulis
conclude that pharmacological inhibition of
triggered DAG accumulation with D609 tapan
dependent transcrtptional activity.
To further investígate hypoxia-induced DA
we analyzed the possible role of PI-PLC in HI
vation. Therefore, HIF-1-dependent transcrip
measured in the presence of the previo usly r¡
PI-PLC inhibitor, U73122 [30,31]. First of al
termined the doses of U73122 required to abt
luiar PÍ-PLC activity. For this purpose, m&¿
intracellular calcium accumulation in respons
stimuiation, a well-known efFect mediated by P
response to mitogens [32]. We found that a
30 uM was sufficient to abolish the intracellula;
peak observed in response to serum in *
(Fig. 3B, upper panel). In parallel experimenií
that 30 uM of U-73122 did not affect sjgp*
p9HIF-l Luc-driven transcription (Fig. 3B. >
nel). These data ruled out an essential role P!
activity in the transcriptional activity regulan^
1-dependent transcription.
One of the events required to promots P
pendent transcription ís the hypoxia-inducw
tion and subsequent accumulation of i"f
subunit [5-7]. Therefore, we analyzed
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p»HIF-1 Luc
•U73122
D € 0 9 ( u g í m l . l : — 1 5 3 0 50 — 1 5 30 5 0
HP
pCMV Luc
FFCS
P9HIF-1 Luc
D609(|i9íml): — 1S 30 50
pharmacological inhibition of PC-PLC/SMS activities but not of PI-PLC prevenís HIF-1-dependen! iranscription. (A) 293-T cells
ransfected with the p9HIF-l Luc (upper panel) or pCMVLuc (lower panel) were incubated with vehicle (water 2% v/v) or the indicated
W during exposure to normoxia (N) or hypoxia (HP) for 6 h. After such incubation luciferase activity was determined in cell lysaies. Each
Hs the luciferase activity (means ± SD) of duplícate cell lysates frora one representative experiment. Similar results were observed in five
. experimenta. Normoxk valúes corresponding to p9HIF-l Luc were magrüfied lOx. (B) 293-T cells loaded with fluo-3, AM were
i with vehicle (Me2SO, 0.3% v/v) or U73122 at 30nM for 30 min before determination of intracellular ealcium level in response to FCS
CS analysis (upper panel). A representative result from three more is shown. 293-T cells transiently transfected with Ihe p9HIF-l Luc
'Iwerepreincubated with vehicle (Me2SO, 0.3% v/v) or in the presence of U73122(30 uM) for 1 h and then exposed lo normoxia (N) or
•) for an additional 6h. Luciferase activity was determined in cell lysates.
üated inhibition of the hypoxia-induced ru-
lota! cell DAG affected the hypoxia-induced
tion of the HIF-la subunit. We found that
uced the genera tion of the hypoxia-induced
293-T
HP
nli:
 - S 15 30 SO - 5 15 30 50
le
B
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-
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'nterferes with the hypoxia-dependent accumulation of
'• 293-T cells (A) and HeLa cells (B) trealed with vehicie
") or D609 at the indicated doses wefe exposed lo nor-
lf%poxia (HP) for 6h. HIF-la and Sp-1 protein levéis
^ by imtnuooblotting from whole ceU lysates. A repre-
*
rnaent from four performed is shown.
HIF-lot subunit at the same doses that were able to in-
terfere with the hypoxia-triggered DAG production in
both, HeLa and 293-T cells (Figs. 4A and B). These data
indícate that there is a cfose correlation between DAG
production and HIF-la expression upon hypoxic stim-
ulation. As a control for specificity, we also analyzed the
protein level of the Sp-1 transcription factor in the same
lysates by Western blotting (Fig. 4). Taken together all
these results suggest that the hypoxia-triggered DAG
accumulation, probably through the action of PC-PLC/
SMS activity, plays a role in the activation of HIF-de-
pendent transcription due to its involvement in the hy-
poxia-induced stabilization of HIF-la subunit.
PKC activity is not essenlialfor hypoxia-induced HIF-la.
accumulation. Role of PA
Since we had observed that DAG was important for
HIF-dependent transcription activity, we decided to
investígate through which mechanisms was DAG me-
diating this effect. One of the wetl-known DAG-depen-
dent intraceliular effeets is the activation of various PKC
ísoforms [20,21]. Therefore, we asked whether PKC
activity was necessary for the regulation of HIF-1 ex-
pression. To further investígate this possibility we used
the previousiy recognized PK.C inhibitor Ro 31-8220
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that very effkiently inhibits the eftects induced by PMA,
an activator of DAG-dependent PKC isoforms [33]. We
tested the inhibitory effect of Ro 31-8220 on the previ-
ously described PMA-dependent transcription driven by
the early growth response factor 1 (EGR 1) [34]. As
shown in the lower panel of Fig. 5A, Ro 31-8220 at
doses of 0.5 and 1 jiM was enough to abrógate the
PMA-induced transcription driven by EGR transcrip-
tion factor. In contrast, the same doses of Ro 31-8220
did not inhibit the HIF-1-dependent transcription
(Fig. 5A, upper panel). In agreement with these data we
found that Ro31-8220 at 1 uM did not affect the hy-
poxia-induced HIF-1 a subunit accumulation neither in
HeLa ñor in 293-T cell lines (Fig. 5B). Then
conclude from these experiments that celluia
dependen! PKC activity is not essential for tb
tion of HIF-1 expression by hypoxia.
We have previously reported that hypoxia
significant PA accumulation most likely via the
DGK [11]. Furthermore, evidence has been pro
a role of DGK in the regulation of HIF-I noi
low oxygen tensión [11] but afso by hypoxia
such as nickel chloride [35]. We have aíso sí
importance of this PA upon HIF-1 activation |1
we have ruled out the role of PKCs in HIF-1 a¡
we next asked whether the hypoxia-induced D?
P9HIF-1 Luc
Ro31-8220{MM): —
HeLa
N HP
Ro 31-8220(uM|: — Q.5 1 ~ 0.5 1
Ro31-8220(uM}
HIF-1CÍ
RO31-8220(MM]
HIF-1a
- 1 - 1
•«I
293-T
N HP
- 1 - 1
N PMA
Fig. 5. The inhibition of cellular PKC activity did not prevent hypoxia-induced HIF-1 a accumulation. D609 inhibits phosphatidic zc¡¿-
triggered by hypoxia. (A) HeLa cells transienüy transfected with the p9HIF-1 Luc (upper panel) or p3EGR Luc (lower panel) were pffii
vehkie (-) {MejSO, 0.1 % v/v) or the indicated doses of Ro 3 ¡ -8220 for i 5 nún before exposure to normoxia (N), hypo.iia (HP) or PMA'
an additional 6 h. Afier such incubaiion luciferase activity was detemüned in cell lysates. Each bar represents the luciferase activity l^ 1
duplícate cell lysates from one representative e^perimeDt. Similar results were observed in 6ve independen! euperiments. Nonoosi1'
sponding to p9HIF-l Luc were magnified lOx. (B) HIF-la protein level was analyzed by immunoblotting of whole lysates of HeLa
pretreated with vehicle (-) (Me3SO, 0.1%) or Ro 31-8220 for 15min before exposure lo normoxia (N) or hypoxia (HP) for an a¿
representative experiment from three performed is shown. (C) [3:P]Orthophosphate metabolically labeled 293-T cells were incuba'
(30ug/ml) or vehicle (water 2%) during exposure to hypoxia (HP) or normoxia (N) for 6h. Cellular phospholipids were then extra^ lfr
content was delermined as described (see Materials and methods). An experiment performed in duplícate is shown. Three more exp?r
identical result.
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Tted to PA through DGK activity. Here we
at inhibition of DAG production with D609
in the inhibition of hypoxia-induced PA accu-
(Fig. 5C). D609 also slightly reduced normoxic
;, indicating that conversión of DAG into PA is
»in normoxic cells and is markedly enhanced
wxia exposure. Therefore, these data lead us
st that hypoxia-induced elevation of cellular
igh DGK. is a direct consequence of hypoxia-
DAG accumulation.
present work we propose that generation of
esponse to hypoxia could be due to a PC-PLC/
vity, since D609 inhibits such DAG accumu-
agreement with these data, Goldberg et al. [27]
¡t exposure of neonatal rat cardiomyocytes to
led to a D609-sensitive DAG accumulation.
f, it has been found in in vivo studies that DAG
tion, probably from breakdown of PC, occurs
lemic/hypoxic conditions [36]. All these data
indícate that DAG accumulation can be
d a common molecular marker of cellular
lo oxygen deprivation and suggest a role of a
SMS activity in cellular response to hypoxia.
ore, we ha ve also provided evidence for the
sil of PC-PLC/SMS activity in the regulation
since D609, at the same doses that affect hy-
uced DAG accumulation, prevents HlF-la
on as well as HIF-1-dependen! transcription.
'nalysis of the role of this PC-PLC/SMS ac-
'ypoxia responses will require the cloning of
itive mammalian enzymes.
;rg et al. [27] ha ve also reported that hypoxia-
JAG accumulation led to the translocation to
« and activation of DAG-dependent PKC
P7J. However, we have found that efiective
Ro 31-8220 did affect neither HIF-la accu-
n
« HIF-1-dependent transcription. In agree-
^ our data, Yan et al. [37] reported that
•ependent induction of glucose transponer
HlF-1 is not affected in pKCp1 nuil (- /-) mice.
r
 these results indícate that DAG-dependent
l
'ity does not play an essential role in the hy-
¡J*d HIF-la activation. However, DAG-sen-
-
s
 have been involved in HIF-la gene
iOn
 in vascular smooth muscle cells in response
^sin II [38]. Therefore, DAG-sensitive PKCs
a
 fole in HIF-la expression depending on the
d i" some cases cell type.
ePreviously reported that PA accumulation in
D
 hypoxia is generated primarily by DGK.
']• Now we hypothesize that DAG increments
hypoxia could serve as substrate for this
enzyme. The fact that the same doses of D609 that in-
hibited the hypoxia-induced DAG level were able to
prevent PA production supports our previous data.
Furthermore, since our previous work proposes a role of
PA in HIF-1 activation upon hypoxia, we can assume
that the effect observed upon HIF-1 by DAG inhibition
with D609 may be due to the subsequent decrease in PA
level. In this regard ,we are currently investigating in
more detail the role of PA in H1F activation and we
have obtained data suggesting that PA could be in-
volved in the VHL-HIF-1 recognition process (manu-
script in preparation). However, further experiments
will be required to completely support our hypothesis
Our previous evidence for the role of DGK in the
regulation of HlF-1 [11] and currently preseiued data
strongly suggest that the role of DAG in the regulation
of HIF-1 depends on its conversión to PA through
DGK but not on DAG-dependent PKC activity, pro-
posing a coordinated action of PC-PLC/SMS and DGK
enzymatic activities.
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rin-inducible factors (HIF-l/HIF-2) govern the ex-
a. oí critieal genes for cellular adaptntion to low
tensions. We have previously reported that the
Uular level of phosphatidic acid (PA) rises in re-
to hypoxia (1% O2). In this report, we have ex-
whether componen! s of the canonical HIF/von
Lindau (VHL) pathway are involved in the induc-
JA. We found that hypoxia induces PA in a cell Une
itiveiy expressing a atable versión of HIF-1«. PA
on was also found in HIF-la- and 2«-negative CHO
-Us, as woll as in HIF-/J-negative HepaC4 cells.
ata indícate that HIF activity is neither sufficient
;essary for oxygen-dependent PA accumulation.
:ration was also detected in cells deficient for the
wppressor VHL, indicating that the presence of
>s not required for the induction of PA. Here we
lat PA accumulation also occurs at modérate hy-
m <', >. although to a lesser extent to that seen at
•svealing that PA is induced at the same hypoxia
«niired to actívate HIF-1. Prolyl hydroxylases
lid asparaginyl hydroxylase (FIH) belong to the
1
 and 2-oxog] utara te-depe rulen t dioxygenase fum-
tave been proposed as oxygen sensor» involved in
Jationof HIFs. Chemical inhibition of these activ-
freatment with iron chelators or 2-oxoglutarate
a
'5o results in a marked PA accumulation similar
observed in hypoxia. Together these data show
i accumulation in response to hypoxia is botb
• and VHL-independent and indícate a role of
'•2-oxoglutarate-dependent dioxygenases in the
«ensing mechanisms involved in hypoxia-driven
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Conditions ranglng flrom severe to modérate oxygen supply
deííciency (hypoxia) to tissues occurs uadet different patlao-
physiological coüditions (1, 2). Cells trigger a compensatory
response that is critieal for cellular survival under these low-
ered oxygen conditions (3, 4). The best characterized response
to hypoxia is the induction of HIFl transcription factors (5) that
control oxygen-dependent induction of a series of genes includ-
ing those encoding the vascular endothelial growth factor
(VEGF), erytropoietin (EPO), and glycolytic enzymes {6, 7)
among others. HIFs are heterodimers composed of a and fi
subunits, which belong to the basic helix-loop-helix PAS (Per,
A.nit, Sim) family of transcription factors (8). The (3 subunit,
also known as the aryl hydrocarbon receptor nuclear translo-
cator, AKNT, is constítutively expressed, while the a subunit is
tightly oxygen-regulated. Tliere are three types oía subunits,
HIF-lo, HIF-2a (endothelial PAS domain; EPAS), and HIF-3a
<9), encoded by different genes. In nonnoxia, the a subunits of
HIF are very unstable proteins since they interact with the
tumor suppressor von Hippel-Lindau (VHL) (10), which is a
cornponent of the E3 ubiquitin ligase complex (11) that leada to
ubiquitinization and subsequent proteasome-dependent degra-
daüon of HIF a subunits (12, 13). VHL recognizea HIF a
subunits through two independent sites that contain the com-
mon motif LXXLAP present in both HIF-la and HIF-2a (12). It
has been reeently demonstrated that hydroxylation of specific
proline residues (underlined) into this conserved box is re-
quired for the interaction of VHL wíth HIFs (14, 15). A novel
family of mammalian proline hydroxylases: PHD1, PHD2, and
PHD3, which belong to the iron (II)-2-oxoglutarate-dependent
dioxygenase family, have been involved in the hydroxylation of
HIF proline residues (14, 16, 17). In the absence of oxygen,
these post-translational modifieationa do not oceva1; pVHL caa-
not recognize HIF a subunits and as a eonsequence, HIF is
acutely induced. Thus, under hypoxia, HIFa proteins are aecu-
mulated, migrate to the nucleus, associate with |3 subunits, and
tead to the subsequent fonnation of the HIP-la/0 and HIF-2
a/3 heterodimers that bind to DNA at the specific HRE (hy-
poxia response elementa) of different genes (18). More reeently
it has been reported that hypoxia-dependent transaetivation
activity of HIFs is controlled by hydroxylation of an asparagi-
nyl residue in the C-terminal transaetivation domflin. FIH has
been identified as the aspaTaginyl hydroxylaae in-voWed in this
hydroxylation (19, 20). Therefore PHDs and FIH have been
'The abbreviations used are: HIF. hypoxia-inducible factor VHL.
von Hippel-Lindau; PHD, prolyl hydroxylase domain; HRE, hypoxia
response element; FIH, facfor-inhibtting HIF: PA. phosphatidic acid:
Df, deferosamine; DMOG, dimethyl oxalylglycine; 3,4-DHB, ethyl 3.4-
dihydroxybenzoate; L-mim. L-mimosine; CHO, Chínese hámster ovar-
ían cells; Hx, hypoxiai Nx, normoxia.
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narned as HIF hydroxylases and have been proposed as the
oxygen sensors that control HIF activity (21-23).
In order to respond to múltiple extracellvüar stimuli, cells
often genérate lipid second messengers (24). Phosphatidic acid
(PA) has been proposed as one of these intracellular second
messengers (25) and has been suggested to particípate in dif-
ferent cellular events such as cell proliferation and actin po-
lymerízation (26-29) as ivelí as in iaflammatoiy responses and
cytokine secretion (30). PA has also been implicated to modu-
late the activity of numerous enzymes such as Raf limase (31,
32), proteiu phosphatase I (33), as well as the mammalian
target of rapamycin, mTOR (34).
We have previously observed that hypoxia (1% O2) leads to
an ulerease in the intracellular PA level, moat probably
through the action of a DGK activity (35). In this work we have
characterized the oxygen-dependent mechanisms involved ín
the generation of PA induced after oxygen deprivation. Here we
show that hypoxia-dependent PA accuraulation does not re-
quire the activity of HIF-1 ñor HIF-2 transcription factors or
that of VHL. Moreover, we also provide evidence for the role
of iron (II)-2-oxoglutarate-dependent dioxygenase in oxygen
mechanisms involved in PA generation by low oxygen tensión.
EXPERIMENTAL PROCEDUBES
Reasents—lMP]Orthophosphate (carrier-free) was purchased from
Amersham Bíosciences. Silica gel thin Iayer chromatography platea (60
Á, LK6D) were from Whatman (Clifton, NJ). The authentic phosphc-
lipid standards 1.2-dioleoylglycerol and 1,2-dioleoylphosphatidie acid
were from Sigma. Analytic grade organic solvente for TLC were from
Merck (Darmstadt, Germany). Minimum essential médium without
phoaphate was frora ICN Biomedicals (Aurora, OH). Antibodies were
obtained from the following sources: monoclonal HIF-la (Transduction
Laboratories), monoctonal HIF-la (Calbiochem), monoclonal HIF-2a
(EPAS) (Novus Biologicats), polyclonal HIF-2a (EPAS) (Novus Biologi-
cals). and monoclonal pVHL (Transduction Laboratories). Horseradish
peroxidase-coupled sheep anti-mouse antibody was from Pierce. De-
feroxamine (DO, cobalt ehloride (CoCl2), L-mimosine (L-m¡m), and ethyl
3,4-dihydroxybenzoate (3,4-DHB) were from Sigma, and dimethyl ox-
alylglycine (DMOG) was synthesized by Dr. Imre Schlemminger and
tindly províded by Dr. Maxwell (Imperial Coüege London).
Cell Culture, Cell Treatments, and Hypoxic Conditions—Human em-
bryonic kidney cells 293-T, as well as UMRC cells (36) and 786-O (37),
derived from human renal carcinomas were grown ¡n RPMI 1640 mé-
dium with GLUTAMAX-I (Invitrogen, Life Technologies Ltd.). The 786-
O-PP13 clone was derived from 786-O-WT8 cells upon atable expression
of P402A, P564G mutant HIF-1, and grown in the presence of hygro-
mycin B (Roche Applied Science). HeLa cells were grown ¡n Dulbecco's
minimal essential médium (.Biochrom KG, Berlín, Germany). CHO 4.5
and Ka 13 celts (38) were grown in Ham's Nutrient Mixture F-12
(Euroclone): Hepa Cl and C4 ceils were maintained in a-modified
Eagle's médium uMEM (Biochrom). All the cells were cultured in the
presence of 10% (v/v) fetal calf serum (Labtech International Ltd.,
Woodside, UK). Cells were routinely cultured in 95% air, 5% CO2(normojric conditions) at 37 °C. To expose cells to hypoxia, they were
placed into an airtight chamber with inflow and outflow vatves that
were infused with a mixture of 1* O2, 5% CO2, 94% N2 (S. E. Carburos
Metálicos S. A, Madrid, Spain) or placed in an in vivo 400 hypoxia
workstation (Ruskinn Technology, West Yorkshire, UK). In all experi*
ments, cells were plated at 70-90*. confluence, and when completely
attached they were expoaed to normoxia or hypoxia. In those experi-
ments in which ínhibitors were used, these compound were added 30
min before other treatments.
Measurement of fPJ Phospkatidic Acid—Cells were cultured in
phosphate-free médium supplemented or not with 10* (v/v) fetal calf
serum (extensively dialyzed against 0.9% (w/v) NaCl) for 90 min before
the addition of l^Plorthophosphate (100 )iCi/ml) for an additional 90
min. Thereafter, the cells were exposed to norrooxia or hypoxia. Phos-
pholipids were then extracted by the method of Blígh and Dyer (39) and
analyzed as previously descríbed (35). Qua n tificatión of the band cor-
responding to [MP]PA was performed uaing the Image Reader vl.8
software (Science Lab software, Fuji Photo Film).
Transient Transfection and Luciferase Assays—Ka 13 cells were
transfected with 3.3 ¡íg of expression plasmid for HlF-la or pcDNA3
without the insert in the presence of 0.4 ;ig of the repórter plasmid
HIF-2a
HIF-1 a
1,75
C é 0,
0,75
N Hx N
786-0 786-0 PF
FlG. 1. HIF-la is not sufficient to induce PA accw
786-0 and 786-O-PP13 cells were incubated for 5-6 h in h)-
1% O2) or normoxia (N), HIF-1/2 a levéis were determined b;
blotting ítop panels) as indicated under "Experimental Proce
anti-a-tubulin protein antibody waa used as a loading contra
shown). In parallet experimenta, we analyzed PA coni|3aP)orthophosphate metabolically labeled cells. Total eellulaj
üpids were extracted and separated by TLC. 32P-Radiolabeli
visuali zed by autoradiography and the amount of PA waa non
the total 32P-labeled material. We assigned the valué of 11
tnalized PA level of the normoxic control cells. Each tarrepr
average PA fold induction over normoxia from three ir*
experimenta performed in duplícate or triplícate (battom p"
p9HIFl-Luc (35) and 0.3 pg of pRLTK (Promega). Transfa!
performed using Lipofectin (Invitrogen). 7-8 h after transff
were split into the appropriate number of wells (35nun pía
12 h of expression, the cells were incubated under eithfr •
hypoxic 1% Os conditions for 5-6 h. Finally, cells viere han
Western blot assays as well as luciferase assays were perfom
case. Firefly and Renitla luciferase activittes were determn
dual luciferase system (Promega), and firefly luciferase at
normalized based on the Reniíla luciferase activity.
WesUrn Blotting—Proteíns from total cell lysates were re
¡ng8-10* polyacrylamide-SDSgel. Proteinswere then tran;
nitrocelluiose membrane (Bio-Rad), blocked with 5* non&lf
TBS-T (50 mM Tris, pH 7.6, 150 m» NaCl, 0.1% Tween-W'.
bated overnight at 4 °C with the indicated antibodies. Immo
was detected by enhanced chemtluminescence (ECL, An»r
scíences) and visualized with a digital luminescent ¡ma?"
(FUJIFILM LAS-1000 CH).
BESULTS
PA Generation Induced by Hypoxia Is H1F-1I2'-
ent—We have previously reported that hypoxia {W-
PA accmnulation in different cell types (35). The fart
oxygen tensión induces both PA accumulation and Hl
tein stabilization raised the possibility that the ú^ 1
PA increment dependa on HIF activation aft«r ^
hypoxia. To assess this possibility, we used the ™
clone, which constitutively expresses HIF-la pr"1*.
cells derive from the wild-type 786-0, that exprés* •
not HIF-la (Fig. 1, top panel), by stable transfectio^
tated versión of HIF-1 at the 402 and 564 proline r «
construct is constitutively stabilized, because
droxylated by HIF hydrojtylases, and therefore
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B
HIF-1u
PCDNA3 pH(F-1a
CHO4.5 CHOKa13
CHO Ka13
N Hx N Hx
Hepa C1 Hepa C4
Fsnctional HIF aetivity i« not required for PA «ccumulation by hypoxia. A. CHO Kal3 cells were transiently transfected with
íIF-la expression plasmid <pHIF-lu> or with thc emply vector (pCDNA3) in the presente of the repórter plasmids
 P9HiF-l Luc and
Jnd aubsequently expoaed to hypoxia {Hx, 1% <V or left at normoxia (N) for 5-6 additíonal hours. HIF-la exogenous protein leve] was
"f by Western blot assay (Cap panel), and ludferase aetivity was analyzed and normalized by Benilla aetivity ¡n each case. We assjgned
"f 1 to the control normoxic cells and the rest of samples were represente) as fold over the control. One experiment representativo of three
«t experimenta is shown Vbottom panel), B, |32P]orthophosphate metabolically labeled CHO 4.5 and CHO Kat3 cells were exposed to
0&i 1% O,) for S-6 h or left in normoxia <N) for the same period of time. The endogenous level of H IF-la protein was determined by
biottíng as a control of hypoxia stimulation {top panel). We analyzed the PA contení (bottom panel) as describid in Fig. 1. Each bar
18
 fe PA fold induction (mean i S.D.) over normoiria from three independen! experiments performed in triplícate. C, Hepa Cl and Hepa
•me [aaP]orthophosphate metabolically labeled and exposed to hypoxia tHx. \% O2) for 5-6 h or maintained at normoiaa_[N). Cellular
'pid extraction and PA analysis were performed as described above. Each bar represente the PA fold induction (mean £ SO.J trom three
e
"'experimenta performed in triplícate. Hypoxia stimulation was controlled by Western blotting against HIF-la (data not shown).
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 tais protein. This clone expresses HIF-dependent
espite the oxygen concentrations (40). To rule out
'his cell Une has constitutively elevated PA lévela, we
'' PA contení in these cells. We found that 786-0 as well
•utated versión 786-O-PP13 hacl similar PA basal levéis
t shown), and both were able to induce PA in response
Da
 (Rg. 1. bottom panel). From these resulta we can
t^hat HIP-lo stabilization per se is not sufficient to
A accumulation.
^er study whether PA induction depends oc HIF
We
 decided to use the previously described CHO 4.5
• that does not express HIF-2a and the CHO Kal3,
frota CHO 4.5 by mutagenesis and which atso lacks
e
*Pression (Fig. 2S, top panel). Therefore CHO Kal3
n<it exhibit inducible HRE-dependent transcriptional
•0. However, the oxygen mechanisma involved in the
;=
 «f HIF are functional in these cells, since an exog-
enously transfected HIF-la subunit is regulated by hypoxia
(Fig. 2A, top panel) and is able to drive the transcription of an
HRE-linked repórter plasmid (Fig. 2A, bottom panel). Impor-
tantly, we found that exposure of the Kal3, as well as the
parental cell Une 4.5, to hypoxia (1% Oa) results in an ulerease
in the level of PA (Fig. 25) despite the lack of HIF-1/2. In
addition, we also utilized the widely used HepaC4 cells, that do
not express a functional HIF0 subunit, in contrast to the pa-
rental HepaCl cells, and as a consequence, HIF proteins are
not able to transaetivate target genes (41, 42). Here we found
that PA was also induced in response to hypoxia in both cell
lines (Fig. 2C). Together all the data indicated that neither
HIF-1 ñor HIF-2 factors are necessary for PA accumulation by
hypoxia.
VHL Function Is Not Required for PA Induction in Response
to Hypoxia—Since VHL plays a critical role in the canonical
oxygen-sensing pathway, we investigated its role in hypoxia-
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A PA elevation. For this purpose, we used the previ-
.escribed UMRC (36) and 786-0 (37) cell lines, which
e ukl tumor suppressor gene. The major HIF jsoform
id by ÜMRC cells is la, whereas the 786-0 cell line
«a mainly HIF-2a (data not shown). The absence of
•sulta in a constitutive accumulation of HIF factors in
ia (13, 36), whieh was not fiuther increased upon hy-
>nditions (Fig. 3, A and C). Interestingly, we found a
ant intracellular PA induction by hypojria in both cell
gardks» of the presence or absence of VHL (Fig. 3, B
These results indícate that the presence of VHL is not
iy for hypoxia-dependent PA accumulation. It is impor-
note that in the case of UMRC6 VHL (-) cells, which
HIF-la protein that is completely stabüized (Fig. 3C),
basa\ level was signincantly lower than that in
U VHL ( + ) cells (Pig. 3D). These data support our
tion above, suggesting that HIF activation is neither
t ñor necessary for hypoxia-induced PA accumulation.
flgether the experimenta deseribed so far indícate that
HIF.U2 ñor VHL are involved in the induction of PA
<i by hypoxia.
mmulation Is Induced by Modérate Hypoxia—Since we
served PA accumulatíon at hypoxia (1% 02) and we and
'estigatora (35, 43) could observe HIF-la stabilization
liona ranging from 1 to 5% O2 (Fig. 4, top panels), we
to analyze whother hypoxia-induced PA accuniulation
orred at this range of oxygen tensión. Por this purpose,
ised PPlorthophosphate metabolically tabeled 293-T
-a cells to 1 and 5% oxygen concentrations. As shown in
bottom panels), the accumulation of PA was detected
oth hypoxic conditions in both cell hnes. Importantly,
i Üiat there was a good correlation between the levéis
md PA jnduced by different degrees of hypoxia, 1% 02
íreat«r accumulation of PA (Fig, 4). These data sug-
s
' the oxygen-sensing mechanisms controlting HIF
fflvolved in hypoxia-induced PA generation.
"ion of Iron (II)-2-Oxoglutarate-dspendent Dioxygen-
i'tts PA Accumulation—HIF proline hydroxylases
«d K F asparaginyl hydroxylase (FIH) are iron (II)-
:tarat«-dependent dioxygenases previously proposed to
'V'gen sensors that directly govem HIF activity (14, 16,
f
 similar oxygen dependence of PA induction and
Pmteiti stabihzation, led us to ask whether cellular iron
;?]utarate-djepandent dioxygenase activity oould func-
"'íiilate hypoxia-induced PA accumulation. First, we
d As intracellular PA level in the presence of the iron
a&ent deferoxamine (Df) and the transjtion metal co-
n<ie (CoCLj), which are widely used as HIF activators.
aP°UBda are poteüt iahibitorsof PHD and FIH because
3a
 requirement of these enzymatic activities (21-23).
iowu in Fig. 5, the treatment of 293-T cells with these
at
 the same concentration required to acciimulate
hP panel), waa able to elévate the intracellular level of
Vjrn
- panít). These restüts indícate that these oom-
"^nie hypoxia not only by their positive effect upon
:Ipression, but also by increasing the level of intracel-
•"'°a to iron and oxygen, the above mentioned famüy of
laea also requrres 2-oxoglutarate to catalyze the hy-
:
°í reaction. Therefore, to further investígate the pos-
' °f these enzymes in PA accumulatioa, we used a
^fucturaliy distinct 2-oxoglutarate anatogs previously
1
 As shown in Fig. 6A, treatment of 293-T cells with
ll
*alylglycine <DM0G) (16), increased HIF-la protein
'Panel), and the same doses induced PA accumulation
* > . To support these data we also used the known
293-T
N Df CoCI2 Hx
HIF-1a
(í-tubulin
Df CoCI2 Hx
FlG. 5. Hypoxia raimetic agentii, defaroxamine, aad cabatt
chloride induce PA accumulation. 293-T cells were atimulated wilh
deferoxamine (Df) [380fiM>, cobaM chloride (CoCI2l (ÍOO^M) and hypoxia(Hx, 1% Oa) or lefl at norrooxia (M during6 h. Aíler that. HIF-ltt level
was detxírmined by Westem blot. As a loading íonírol the m^nibrane
was probed with an anti u-tubulin protein antibody. Hete we show one
representative experiment of three (top panel). In parallel,
[32P!orthophosphatc metabolically labeled 293-T celia were tr-eated as
indicated above, for 5 h. Cellular phoapholipids extraction and PA
analysis were perfomied BS described in prevíous figures. Each bar
representa the PA fold induction (mean - S.D.) from Ihrrí- iiuioppndent
experimenta performed in duplícate {bottom panel).
dioxygenases inhibitors L-mim (44) and 3,4-DHB (45). It has
been recently described that exposure of cells to these com-
pounds induces HIF-lor protein since they are 2-oxoglutarate
analogs U6). 293-T ceüs treated with 3,4 DHB or L-mim sta-
biHzed the HIF-la subunit in a dose-dependent manner (Fig. 6,
B and C, top panels). Importantly, a parallel increase in the PA
level was also observed (Fig. 6, B and C, bottom panels). There-
fore we eonclude that chemical inhibition of iron (II)-2-oxoglut-
arate-dependent dioxygenase activity mímic hypoxia-driven
PA generation. These findings and the fact that the generation
of PA occurs at the same oxygen tensions that actívate HIF-1
(see Fig. 4), led us to propose that HIF hydroxylases or other
iron (II)-2-oxoglutarate-dependent dioxygenases with similar
oxygen sensitivity are involved in PA accumulation after oxy-
gen deprivation.
D1SCUSS10N
We have previoualy reportad that hypoxia-induced PA accu-
mulation Í3 involved in HIF-1 expression (35). This fact led us
to hypothesize that oxygen-sensing mechanisms involved in PA
accumulation are upstream and independent of HIF-1 activa-
tion. Here we have probed our speculation using different ap-
proaches. First we found that the expression of a stably versión
of HlF-lo (786-O-PP13) did not trigger PA induction. Second,
the PA increase occurred in the absence of HIF-1 and HEF-2
activity in fía 13 cells as well as in Hepa C4. Third, in VHL-
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293-T cells were treated with dimethyl oxalylglycine (DMOG) 500 fiü, 1000 uu, or vehicle (H2O, 0) W), with ethyl 3,4-dihydroxybenios""
200MM. 500JIM, or vehicle (ethanol, 0} (fl), or stimulated by hypoxia (ffa) exposure for 5 h. 293-T cells were also treated in the sanw fs|
with L-mim at 100 |j.M, 200 juJrf, or vehicle (ammonium hydroiríde, 0) (O. The HIF-la level was detected by immunoblot. The mernbranf*
probed with an anti a-tubulin protein antíbody as a loading control. One of four similar experiments is shown. Bottom panela. 2 9 3
["Plorthophosphate metaboücally labeled and treated in parallel with cells above, at the indicated doses of all the stimuli. PA content v*
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ve celia, which have constitutiva HIF activity, we did not
c a constitutively elevated PA level. Moreover, unlike
'Awas induced by hypoxia in VHL-deficient eells. These
mal the existence of HIF-1/2- and VHL-independent
niams involved in PA generation upon cellular exposure
oxia.
findings are in agreement with previous reports indicat-
iemtence of severa] hypoxia-induced processes that are
idependent. Some of these events are the hypoxia-driven
ion of heme oxygenase-1 expression (38,47), phosphoryl-
•fthetranslation initiation factor eIF2a (48), ion channel
f regulation (49), down-regulation of mammalian target
ifflycin mTOR and its targets (50), as well as the induc-
EGR gene expression (51), which are aot impaired in
¡Scient cells, such as Ka 13 or Hepa C4, which are widely
¡modela to demónstrate HIF-independent processes (47,
use of the existence of these HIF-independent mecha-
inresponse to hypoxia and the role of PA as intracellular
snessenger, our data raise the question of whether hy-
iduced PA accumulation may have a role, not only on
lactivation (35) but also on other HIF-independent pro-
triggered by hypoxia. Particularly interesting cases are
and Raf-1, previously identified as intracellular targets
¡B thia regard it has been reported that PA generation
utogen stümilation plays a role in the regulation of these
racellular Junases (31, 32, 34). There are several reports
ing the regulation of mTOR activity in response to hy-
50, 54, 55). The possibility that hypoxia-induced PA
¡ion could be involved in the regulation of mTOR should
«dered. Moreover Raf-1 has been described to be acti-
>í hyposcia in endothelial eells (56), indicating the possi-
W PA could also be mediating this induction. Therefore
wperiments will be designed to answer the question of
fPA generated in hypoxia constitutes a key intracellu-
^tor ofcertain hypoxia-induced proeeases. Because the
'trapeutic approaches against pathological hypoxia are
a HIF, the study and characteriíation of parflllel and
ident pathways will be of great interest.
hydroxylases (PHD» and FIH) have been. proposed as
'ensors involved hi the regulation of HIF transcription
•21-23), The use of previously recognized inhibitors of
™íygenase activities result in a strong induction of
•*>, 46). Here we found that cellular exposure to variable
'f these inhibitors are able to induce HIFs and also
I in markfid PA generation. These data suggest that
' and subsequent inhibition of hydroxylase activity
adto PA accumuJation. In addition, the fact that PA is
•fiodulated by oxygen tensión (see Fig. 4), suggests that
*ible candidate to aocount for this PA accumulation
5
 HIF hydroxylases (PHD and/or FIH), since they are
3
°re sensitive to small changes in O,¿ than other iron
'oglutarate-dependent dioxygenases (57). However, our
™ aot exelude the possibih'ty that other members of the
"í-oxoglutarate-dependent dioxygenases family, differ-
II
 PHD or FIH, could be involved in PA induction by
Further analysis is required to fully determine the
^ t t of theae enzymatic activities on PA generation by
™t« also suggest that the celluiar mechanisms involved
^a-índuced PA generation are putative new targets for
"•2-oxogtutarate-dependent dioxygenases. We could
* suggest that enzymatic activities invotved in PA me-
1
 muid be regulated by these novel post-translational
«loas. This possibility could extend the range of effeets
iron (II)-2-oxoglutarate-dependent dioxygenases
after exposure to hypoxia in an HIF-independent manner. Our
results indícate that cellular hypoxia ig not totally orchestrated
by HIF transcription factors and lead us to hypothesize, for the
first time, the existence of new targeta for tliis novel family of
dioxygenases that control PA generation in response to low
oxygen tensión.
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Manuscrito en preparación.
R59949 THE FIRST ACTIVATOR OF HIF-HYDROXYLASES: NEW
INSIGHTS FOR CÁNCER THERAPHY.
i, Temes, S. Martín-Puig, B. Acosta, María C. Castellanos, J. Aragonés and Manuel O.
.andázuri.
Summary
Hypoxia-inducible factors (HIF) are the critica! transcription factors for cellular adaptation to
low oxygen tensions. We have previously reponed that hypoxia-induced HIF protein
accumulation is dramatically inhibited after treatment with the specific DGK inhibitor R59949.
Considering the effects of HIF expression and activation on tumor progression and resistance to
cáncer treatment, the characterization of novel HlF-inhibitors is of critical importance. In the
present work we have studied in deep detailed the effect of R59949 upon HIF regulation
pathway. Here we show that R59949 inhibited HIF-1/2 protein level without affecting their
mRNAs. We have also determined that VHL protein presence was required by R59949 to block
HIF accumulation. These results agree with our following observation that VHL binding to
endogenous HIF was significantly enhanced after R59949 treatment even upon hypoxic
conditions. In addition, we found that R59949 was able to stimulate prolyl hydroxylase (PHD)
activity at 21% O2 as well as at 1%O2. Finally we found that HIF-dependent gene expression
was abolished in the presence of R59949 suggesting that FIH could also be activated by this
agent. Taken together these results reveal R59949 as the first activator of HlF-hydroxylases.
This is of particular interest stnce only inhibitors for these enzymes have been described so far.
Therefore this work provides new ¡nsights for the development of new cáncer therapies
designed to target HIF for cáncer therapy.
lntroduction
The hypoxia inducible transcription factors, are ap heterodimers essential for the regulation of
)xygen homeostasis. The (3 subunit (HIF-ip or Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear
Franslocator, ARNT) and the three different HIF-a subunits identified to date (HiF-la, HIF-
!aor HIF-3a) belong to the basic helix-loop-helix PAS (Per, Arnt, Sim) family of transcription
ktors. The p subunit is constitutively expressed, while the a subunits are tightly oxygen
egutated. In normoxia, HIF-a subunits are very unstable proteins since they interact with the
umor suppressor von Hippel-Lindau (VHL), a component of the E3 ubiquitin ligase complex
hat leads to the ubiquitinization and subsequent proteasome-dependent degradation of HIF-
i subunits. VHL interacts with two independent sites of HIF-a subunits that contain the
ommon motif LXXLAP present in both, HIF-laand HIF-2a. In addition, it has been
¡reviously demonstrated that hydroxylation of specific proline residues (underlmed) of this
onserved box are required for the interaction of VHL with HIF. This oxygen-dependent
ivdroxylation is catalysed by a novel family of mammalian proline hydroxylases named PHD1,
'HD2 and PHD3, which belong to the iron (II)-2-oxoglutarate-dependent dioxygenases family.
n the absence of oxygen VHL cannot recognize HIF-a subunits and as a consequence, there is
concomitant induction of HIF. After HIF migration to the nucleus, it associates with the P
ubunít and this leads lead to the subsequent formation of the HIF a/p heterodimers that bind to
he DNA specific HRE (Hypoxia Response Elements) of different genes. In addition, the
ranscriptional activity of HIF is controlled by hydroxylation of an specific asparaginyl residue
Aso 803 ¡n HIF-1 a and Asn 851 in HlF-2ot) localized in the C-terminal transactivation domain.
he hydroxylation of the indicated asparaginyl residue by FIH, blocks the association of CH-1
°tnain of the p300 co-activator and therefore provides a second oxygen-regulated mechanism
-
v
 which HIF molecules that escape the prolyl-hydroxylation/degradation pathway are impaired
5
 'ransactivate. Therefore, PHDs and FIH are two different HIF-hydroxylases that have been
r
°posed as the oxygen sensors that control HIF activity.
We have previously shown that pharmacological inhibition of DGK activity with R59949
prevents the hypoxia dependent accumulation of the HIF-la subunit as well as its
transcriptional activity. In the current work we have analysed the effect of this pharmacological
agent at the critical steps of HIFs stabilization and activation pathways.
Our data seem to indicate that the mechanism by which this pharmacological agent
inhibits hypoxia-regulated HIF factors implies an activation of the cellular H1F- hydroxylases
(PHDs and FIH).
Experimental procedures
Reagents- Antibodies were obtained from the following sources: monoclonal HIF-la
(Transduction Laboratories), monoclonal and polycional HIF-2a (EPAS) (Novus Biologicals),
and monoclonal pVHL (Transduction Laboratories). Horseradish peroxidase-coupled sheep
anti-mouse antibody was from Pierce and anti-rabbit horseradish peroxidase antibody was from
Amersham Biosciences. DGK inhibitor II (R59949) was purchased from Calbiochem.
Cell Culture and hypoxic conditions- The VHL-deficient 786-O (1-115 or PRC3), RCC10 and
UMRC6 cells and their corresponding clones, derived by stable transfection of VHL, 786-0
WT10, VHL53 and UMRC 3-4 respectiveiy, as well as Human embryonic kidney cells 293-T.
were maintained in RPMI 1640 médium with GLUTAMAX-I (Invitrogen) in the presence of
10% fetal bovine serum. HeLa cells were grown in Dulbecco's minimal essential médium
(Biochrom KG, Berlin, Germany) supplemented with 5% fetal bovine serum. Cells were
routinely cultured in 95% air and 5% CO2 (normoxic conditions) at 37°C. To expose cells to
hypoxia, they were placed into an airtight chamber with ¡nflow and outflow valves that was
infused with a mixture of 1% or 0% O3, 5% CO2, 94% N2 (S.E.Carburos Metálicos S.A.-
Madrid, Spain) or placed in an in-vivo 400 hypoxia workstation (Ruskinn Technology, West
Yorkshire, U.K). In aíl experiments, cells were plated at 70-90% confluence, and
completely attached, they were exposed to normoxia or hypoxia. In those experiments in
inhibitors were used, these compound were added 1 h before other treatments. In the case o
R59949, the experiments were performed in the absence of FCS.
Vestern Blotting- Proteins from total celi lysates were resolved using 8%-12% polyacrylamide-
iDS gel. Proteins were then transferred to a nitrocellulose membrane (Biorad, CA), blocked
vith 5% non-fat dry milk in TBS-T (50mM Tris pH 7.6, I50mM NaCl, 0.1% Tween-20) and
ncubated overnight at 4°C with the indicated antibodies. Inmunolabeling was detected by
mhanced chemiluminiscence (ECL, Amersham Pharmacia Biotec. Piscataway, New Jersey;
¡upersignal West Femto, Pierce) and visualized with a digital luminescent image analyzer
FUJIFILMLAS-1000CH).
luantitative RT-PCR- Immediately after treatments, cells were harvested into 1 mi of Ultra spec
eagent (Biotecx; Houston, TX). Total RNA was extracted and quantiíled, and integrity was
:sted by gel electrophoresis. 1 |ig of total RNA from each sample was retrotranscripted to
DNA (Improm-II reverse transcriptase; Promega). 1-3 |j.g of cDNA samples were used as
ímplate for amplification reactions carried out with the LC FastStart DNA master SYBR Green
kit (Roche Applied Science) following the manufacturer's instructions. PCR amplifications
«re carried out in a Light Cycler System (Roche Applied Science), and data were anaiyzed
»ith LightCycler software 3 versión 3.5.28 (Idaho Technology Inc.). For analysis purposes, the
mplicon for each of the anaiyzed genes was cloned, and known amounts of the cloned product
•ere used to genérate a standard curve. The number of copies of the gene of interest in each
ampie was extrapolated from the corresponding standard curve by the indicated software. For
ach sample, duplícate determinations were made, and the gene copy number gene expression
as normal ized by the amount of p-actin. The primer pairs used in this study are reponed
'sewhere.
Coimmunoprecipitadon
ULjmm unoprecipitation
onfluent lOOmm dishes of 786-0-WT10 cells were once washed with PBS and then collected
1
 600 (al of IP-lysis buffer (0,5% NP40, lOOm NaCl, 20mM Tris-HCl pH: 7.6, 5uM MgCh,
sodium pirophosphate, lmM EGTA pH: 8, lmM orthovanadate, lOmM NaF, 500uM
and protease inhibitor cocktail (Roche)) and placed on ice for 10-15 minutes. After
centrifuga!ion (17000 X g for 15 min) supematants were transferred to fresh tubes and washed
with Pansorbin (Calbiochem) to avoid unspecific bindings, precieared for 30 min at 4°C and
centrifuged (17000 X g for 10 min). After that, supematants were incubated with 10(ig of IgGl
isotype negative control (antiCD45) coupled to protein G Sepharose beads rolling at 4°C for lh.
Beads were pelleted and supematants were supplied with 5u.g anti-VHL antibody coupled to
protein G Sepharose beads and incubated while rolling at 4°C ovemight. Beads were collected
washed twice with tysis buffer, once with PBS and stored in PBS at 4°C.
VHL-HIF binding assav
VHL-deficient 786-0 (1-115 or PRC3) and RCC10 cells were grown to 90% confluence in
60mm dishes. After 1 hour of pretreatment with different doses of R59949, cells were placed in
normoxia or hypoxia workstation (1%O2) for additional 5 hours. Cells were once washed with
PBS and then collected in 300 (al of IP-lysis buffer. In the case of 1% oxygen atmosphere
conditions, the lysis was performed inside the workstation chamber to avoid reoxigenation.
After removal of cell debris by centrifugation (17000 X g for 15 min), supematants were
transferred to fresh tubes and incubated during lh at 4°C, with IgGl isotype negative control
beads that has been previously saturated with WT10 lysates. Then, the previously
immunoprecipitated pVHL from WT10 cell extract, was added to supematants and incubated
rolling at 4°C ovemight. Beads were collected, washed twice with lysis buffer, once with PBS
and finally supplemented with 25 u.1 2X sample buffer and boiled at 95°C for 5 min. Beads
were removed by centrifugation, and supematants were loaded on 10% SDS-gels. Western
analysis was performed using anti HIF-2a, HIF-la antibodies. AntiVHL antibody was usedas
immunoprecipitation loading control.
Endogenous PHD assay
After treatments, WT10 and 293-T cells were harvested in phosphate-buffered saline and cell
pellet resuspended in 300 ul of hypotonic lysis buffer (20 mM Hepes pH 7.6, 5 mM K.C1. U
mM MgC12, 1 mM (3-mercaptoethanol, 1 mM dithiothrettol, 1 mM phenylmethylsulfon}1
fluoride, 25 ug/ml aprotinin, 5u.g/ml leupeptin). Cell suspensión was incubated at 4 °C for IQ'
15 min and then forced ten times through a 22G needle. After removal of cell debris by
entrifugation, protein concentration was quantified. 10 ug of previously described recombinant
3ST-HIF2 (521-542) (Paper Saiva JBC) was ¡ncubated together with 10 ug of cell lysate in a
mal volume of 45 ul of reaction buffer (20 mM Hepes, pH 7.6, 5 mM KCl, 1.5 mM MgCI2, 1
TIM P-ME, 1 mM dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 260 uM FeCI2, 5mM 2-
«oglutarate, 0.6 mM ascorbic acid). Reactions were carried out at normoxia or in a hypoxia
.vorkstation at 30°C for 30 min. In the case of 1% oxygen atmosphere conditions (hypoxia) the
eaction buffer was previously equilibrated during 2 hours. Sepharose-glutathione GST-HIF
:omplexes were pulled-down (recovered by centrifugation) and resuspended in 200 ul of
Jindíng buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 120 mM NaCt, 10% glycerol, 1.5 mM MgCl2, 5mM KCl,
).2% Nonidet P-40, 0.5 mg/ml bovine serum albumin), containing 15 ni of in vitro transcribed-
ranslated (rabbit reticulocyte lysate in vitro coupled transcription/translation from Promega)
5S]VHL. Samples were incubated at 4 °C for 1 h, protein complexes were recovered by
entrifugation, washed twice with binding buffer, and finally resuspended in 30 ul of 1 x loading
mffer (2% SDS, 10% glycerol, 10 mM dithiothreitol, 62 mM Tris, pH 6.8, and 0.004%
tromphenol blue). Samples were resolved by SDS-PAGE, the gel was stained with Coomasie
'lúe to prove equal GST-HIF loading, fixed (Methanol 10%, Acetic Acid 10% and glycerol
0% ) for 30 minutes at R.T, incubated with Amplify, vacuum dried, and exposed to x-ray film.
RESULTS
R59949 specifically inhibits HIF protein accumulation without afTecting its mRNA levéis
We previously reported that R59949 ¡nhibits the accumulation as well as the
transcriptional activity of HIF-la in cells exposed to 1% of oxygen concentraron. Therefore.
we analyzed whether these effects were a consequence of a direct inhibition of its mRNA levéis,
To this aim, we treated 293-T, 786-0-WT10 and UMRC-3.4 cells with R59949 (30^M) and
then exposed them to normoxia or hypoxia (1% oxygen) during 6 hours. After that, total cel!
extracts were obtained and resolved by SDS-PAGE and total RNA was ¡solated in parallel as
detailed under experimental procedures. As it is shown in Figure 1 (upper panel), both, la and
2a HIF protein subunits are induced upon hypoxia stimulation and this stabilization is inhibited
in the presence of R59949. HIF-la and 2a mRNA expression was analyzed by quantitative
RT-PCR (Q-RT-PCR). In all cell types studied, neither hypoxia, ñor R59949 treatment.
significantly modified the basal normoxic mRNA levéis (Fig 1, lower panel). The mRNA levéis
of the main HIF-a subunit in each cell type (HIF-la in the case of 293-T and UMRC 3.4 and
HIF-2a for 786-O-WT10) are shown, even though the same results were obtained when the
minority isoform in each cell type was analyzed {data not shown). Therefore, from these results
we can conclude that cell treatment with R59949, has no effect upon HIFs mRNA levéis, bul
completely abrogates HIFs proteins stabilization after hypoxia exposure.
VHL presente is required for HIF proteins inhibition by R59949.
Once we ruled out a negative effect of R59949 on HIFs mRNA levéis, and since HíF
protein degradation is regulated by VHL-proteosome pathway, we studied the effect of this
specific DGK inhibitor in negative and positive cells for VHL protein. The absence of VHL
results in a constitutive accumulation of HIFs factors in normoxia (13 y 36 paper PA), vriucb
was not further increased upon exposure to hypoxia, as observed for HIF-la isoform (786-0-1
115 cell line) as well as in the case of HIF-2a (RCC10 cell line) (Fig.2 A and B, upper paneh)
Interestingly, we found that treatment with different doses of R59949 has no effect upon Htf
stabiiization in the absence of VHL protein, in contrast to the strong dose-dependent inhíbition
R59949 stimulates HIF-PHD activity
Once we found that R59949 treatment promotes VHL binding to HIF, we wondered
whether this increment in VHL-HIF interaction could be due to an effect upon the
hydroxy latió ti state of HIF. Since the recently characterized PHD enzymes are assumed to be
responsible of HIF hydroxylation, we decided to study this activity in the presence of R59949.
For this purpose, we indirectly assayed PHD activity on lysates from different cell types
exposed to hypoxia or maintained in normoxia in the presence or absence of R59949. Because
VHL binds to HIF only when the relevant prolines had been hydroxylated by the PHDs, the
binding of IVTT [35S]VHL to a HlF-derived construction (VHL capture assay) is considered as
an indirect measurement of PHD activity. Recombinant GST-HIF-2a comprising amino acids
521-542 (including Pro-531 residue, which is homologous to Pro-564 from HIF-la) was
exposed to lysates from ceils under different treatments. After this hydroxylation reaction, the
different samples were exposed to [35S]VHL, and the capture of VHL was considered directly
proportional to PHDs activity. The assay was performed with lysates from 786-O-WT10 cells
treated or not with R59949. As it is shown in Figure 4A, R59949 strongly induced PHD activity
upon the untreated basal level when the hydroxytation reaction was made at normal oxygen
concentration (21%). The same cell lysates were also assayed under a hypoxic environment
(oxygen concentration of 1%), and as expected, we found that PHD activtty was reduced
relative to the valué obtained at 21% O2. Interestingly, R59949 was able to increase VHL
binding to GST-HIF construction even in restricted oxygen supply conditions.
After that, we wanted to analyze whether this effect of the agent was also patent when
PHD assay was performed with lysates from cells exposed to hypoxia. Since PHD3 and PHD2
are HlF-dependent genes, we analyzed their mRNA levéis in hypoxia to consider amount
differences between these lysates and those from normoxia that could affect the PHD activity
assay. Because of R59949 specifically abrogates HIF transcríption, we also determined the
effect of this inhibitor upon the HIF dependent PHD mRNA expression. As it is shown in Fig 4
B, PHD3 and PHD2 mRNA levéis are highiy induced after hypoxia stimulation in 293-T cells,
and this increment is completely abrogated by R59949 treatment. As a control of speciflcity in
observed in the case of positive cells (Fig.2 A and B, lawer panels). These results indícate that
the presence of VHL protein is required/necessary for inhibition of hypoxia-dependent HIF
protein accumulation by R59949 treatment.
R59949 treatment promotes HIF-VHL binding
Based on our observation above mentioned that VHL is required for R59949 inhibition
of HIF factors, we thought that one possible mechanism by which R59949 could reduce HIF
protein level is by promoting the interaction between HIF and VHL, and therefore, HIF
ubiquitinization and degradation by the proteosome. To rule out this possibility, we performed
HIF-VHL binding assays. Since VHL binding to hydroxylated HIF led to its immediate
degradation, we employ a cellular system without functional VHL-proteosome pathway. This
model allows us to maintain stabilized the different HIF posttranslational modification. To
analyze whether changes upon HIF induced by the different treatments directly affect HIF-VHL
binding, we performed coimmunoprecipitation assays, using 786-O-WT10 as VHL source, as
detailed under experimental procedures. As it is shown in figure 3, VHL binds to HIF-lot in
RCC10 (A) as well as to HIF-2a ¡n 786-0-1-115 and 786-O-PRC3 (B and data not shown)
under normoxic conditions, and this binding is dramatically lost when cells are exposed to
hypoxia. In contrast, when cells were previously treated with R59949, this reduction is
abolished. These results explain the fact that R59949 completely inhibits HIF protein
stabilization by hypoxia, because it would be promoting VHL binding to HIF, and therefore its
degradation. Interestingly, the slight increment also observed in VHL-HIF complexes under
normoxia in the presence of this compound, could also account for the inhibition exerted by
R59949 upon the basal levéis of HIF proteins found sometimes under normoxic conditions (see
Fig.2 A, B, upper panels). In all the experiments, the hypoxia stimulation, as well as the
efficiency of inhibition of R59949, was confirmed in VHL-positive cells. These results indícate
that R59949 treatment directly increases the ability of VHL to bind to HIF isoforms, targeting
HIF factors to proteosome-dependent degradation.
¡hese experiments, we also analyzed the mRNA levéis of PHD1, whtch is HIF independent. In
this case neither hypoxia ñor R59949 modifled mRNA amount. The same results were obtained
in 786-O-WT10 cells (data not shown).
The fact that R59949 strongty inhibits PHD3 as well as PHD2 mRNA levéis, dissuaded
JS to performed the activity assay using lysates from hypoxia stimulated cells. Anyway, these
esuits led us to postúlate that R59949 is able to induce PHD activtty.
hese experiments, we also analyzed the mRNA levéis of PHD1, which is HIF independent. In
his case neither hypoxia ñor R59949 modified mRNA amount. The same results were obtained
n 786-O-WT10 cells (data not shown).
These results, together with the previous data here shown, led us to postúlate that
159949 is able to induce PHD activity.
'"•"'49 treatment abolishes HIF-dependent transcription in NHL defícient cells
In addition to prolyl hydroxylation by PHDs, HIF is also modified in an asparaginyl
esidue located in the C-terminal transcriptional activation domain. FIH is the member of (II)-
ron-2-oxoglutarate dependent Dioxygenases responsible for this hydroxylation. The binding of
he general transcriptional coactivator p300/CBP to HIF is impaired when the asparaginyl
«idue is hydroxylated by FIH. To further demónstrate the positive role of R59949 upon
ydroxylases activity, and since the asparaginyl hydroxylase FIH has been described to require
te same cofactors, we investigated the effect of R59949 treatment upon HIF transcriptional
ctivity. For this purpose, we decided to use VHL-deficient cells that, as here described (fig 2),
0
 not show HIF inhibition at the protein level when treated with R59949. Henee the changes
iiserved in HIF-dependent genes ¡n these cells could be attributed to modifications in HIF
anscriptional ability and therefore in FIH activity. Since PHD3 has been described as a highly
!|F-dependent gene, we monitored the effect of R59949 upon mRNA levéis of this gene in
86-O_l_i 15 cells. As it ¡s shown in Figure 6 {upper panel), R59949 significantly abrogated the
Pregulated levéis of PHD3 as well as PHD2 mRNA observad in this VHL-negative cell line. In
antrast, PHD1 mRNA ievels, which do not depend on HIF, are not affected by R59949
eatment in the same sample (Fig. 6 lower panel).
All together these results suggest that R59949 stimulates HIF-hydroxylase activities and
this explain its inhibttory effect previously observed upon both, H1F accumulation as well as
transcriptional induction. Our results are promising since only HIF-hydroxy I ases inhibitors have
been described to the date, and this is, to our knowledge, the first time that a HIF-hydroxy lases
activator is proposed.
DISCUSSION
We have previously reponed that the DGK inhibitor R59949 signifícantly inhibits HIF-la
protein (paper Jul). Here we show that this agent is also able to inhibit HIF-2cc isoform. ln the
present work, we aimed to determine what elements of hypoxia response pathway were affected
by this compound. First of all we have ruled out a possible role of R59949 upon HIFs mRNA
levéis. The slight changes observed in some cases do not account for the strong inhibition
observed at the protein level. After that, we have determined that R59949 requires VHL
presence to exert its negative effect upon HIFs. In these experiments the convenient uptake and
inhibition ability of R59949 was controlled confirming that the agent abolishes PA
accumulation induced by hypoxia in these cells (data not shown). In addition, we have
characterized how R59949 abrogates HIFs activation by hypoxia, showing that this agent leads
to both, HIFs-VHL binding as well as HIF bydroxylases activity stimulation. The increment in
HIFs-VHL binding and PHD activity also found after R59949 treatment in normoxic conditions.
could account for the inhibition of the basal HIFs protein level sometimes observed at 21%0:
concentration. Therefore, R59959 stimulates PHDs activity, promoting the recognition of the
hydroxyíated HIF by VHL. Finaíly, we have found that R59949 abolishes HIF-dependení gea®
which are upregulated in VHL deficient cells. The fact that this compound is able to inhibí'
HIFs transcriptional activity without affecting HIFs protein stabilization (Fig 2), suggest thai
R59949 is also regulating FIH activity in these VHL negative cells. However,
experiments need to be done in order to clarífy the effect of R59949 upon FIH activity.
Once determined the positive role of R59949 upon HIF-hydroxylases activity, it would be
necessary to perform further experiments to better define the direct target of R59949. On one
hand, as molecular oxygen is one of the substrates of these enzymes, one possibility could be
that R59949 ¡s raising the oxygen affinity of HIF-hydroxylases. Under low oxygen tensión (1%
02), when the activity of these enzymes is quite reduced, this agent could be enhancing their
ability to bind molecular oxygen and therefore ¡ncreasing hydroxylation and degradation rate
of HIF. By the other hand, it has been recently described that respiratory inhibitors and nitric
oxide might redistribute intracellular O2, thus increasing its availability for prolyl hydroxylases
(Moneada). In this sense, R59949 could also regúlate HIF-hydroxylases through this
mechanism. As hydroxylation reaction required different cofactors ¡n addition to molecular
Dxygen, another possibility could be that R59949 has an effect upon them. In this regard, ¡t has
been reported that the inhibition of HIF-hydroxilases by transition metáis Mke nickel and cobatt,
is due to depíetion of intracellular ascorbate levéis (JBC Salnikow). It has been determined that
Jnder normal tissue culture conditions ascorbate and iron levéis are enough to permit H1F-
íydroxylases activity but under certain stimuli that promotes cellular proliferation (growth
actors, oncogenical transformation...) these cofactors became limitant and therefore enzyme
ictivity is reduced and HIF is accumulated. In these conditions, supplementation with iron or
iscorbic restores enzyme activity and therefore, we wonder whether R59949 could regúlate
iscorbate or iron intracellular pools as well as their uptake. Finally, in a recent report it has been
'roposed the role of reactive oxygen species (ROS) injun D -I- cells upon HIF-hydroxylases
ictivity by promoting oxidation of Fe(II) into Fe(III), and therefore increasing the proportion of
nactive PHD in Fe(III) oxidation state. According to these data, we do not exelude the
'ossibility that R59949 could affect ROS levéis, and this could account for its positive effect
ipon HlF-hydroxylases. Nevertheless, more experiments should be done to further understand
te implications of the regulation of these cofactors upon HIF-hydroxylase activity and the role
f R59949 upon them.
We have previously described that hypoxia induces an increment of phosphatidic acid level
arallel to HIF protein accumulation. Both, PA accumulation as well as HIF activation ¡nduced
by hypoxia are abrogated after R59949 treatment. This compound has been characterized as a
specific inhibitor of type I Diacylglycerol kinases (DGK) and therefore we have proposed a
possible role of these enzymes in the regulation of H1F after hypoxia exposure. In the current
work, we have proposed R59949 as a novel activator o f HIF-hydroxy lases activity. When were
performed the same experiments using the previously described SMS/PC-PLC inhibitor, D609
(Ref), we found that this agent also induces VHL-HIF complexes forrnation (data not shown).
Considering that D609 also decrease the hypoxia-induced PA, all this data suggest a possible
role for hypoxia-induced PA in the regulation of VHL-HIF interaction. In this sense, PA
accumulation after hypoxia exposure would be inhibiting HIF-hydroxylases activity.
contributing to HIF activation. Since PA is a lipid second messenger which is induced in
response to different stimuli, the possible regulation of HIF-hydroxylases by PA could be an
interest field of investigation when HIF is induced by other stimuli than hypoxia such as growth
factors, cytokine stimulation...However from the results obtained in the present work we can
not exelude a direct effect of R59949 upon HIF-hydroxylases regardless hypoxia-induced PA
pathway and therefore further experiments will be performed to clarify this point.
In the last few years, HIF-la and HIF-2a have been implicated as critical factors in tumor
progression as well as in pathological angiogenesis. HIF expression promotes the survival of the
cells in the hypoxic-microenvironment of tumors increasing the expression of proteins that
regúlate metabolic adaptation (GLUT-1, LDH), apoptosis resistance (NOS-2, TGF-a).
angiogenesis (VEGF, TGF-03, VEGFR2) and invasión and metástasis (c-MET, UPAR). In
addition, hypoxic cáncer cells are more likely to be resistant to radiation and chemotherapy ano
therefore, HIF inhibition would be a therapeutically approach against these situations. Since
PHDs and FIH are responsible for the regulation of HIF, novel anti-HIF therapies are alsc
focused to regúlate these hydroxylases activity. In this regard, our results indicating '<
stimulatory effect of R59949 upon these enzymes, raise/bring up the possible use of <h|:
inhibitor as cáncer therapeutic agent. One of the advantages of this compound ¡s that it is able^
inhibit with the same efficieney HIF-la as well as HIF-2a stabilization, and therefore offer «1"
possibility of using it in many different celt types. In addition/By the other hand, this compound
seems to stimulate PHD as well as FIH activity and therefore could regúlate HIF stabilization
as well as its transcriptional activity. This could have critical importance in the case of VHL
deficient tumors, where HIF molecules escape the prolyl-hydroxytation/degradation pathway,
and therefore the only approach to control hypoxia adaptation of these tumor cells would be the
¡nhibition of HIF-transcriptional activity. Since we have observed that R59949 abrogates HIF-
dependent transcription in 786-0-1-115 cells (Fig 5), it could be propose the use of this
inhibitor for the treatment of these kind of highly aggressive tumors. Even more, R59949 could
also be used in the treatment of diabetic retinopathy or pulmonary hypertension, pathologies
where HIF up-regulation is also involved. Nevertheless, in vivo experiments might be needed to
validate the design of R59949-related therapies for its possible clinical appliance.
In conclusión our data open a new área of ¡nvestigation around HlF-hydroxylases
activation, that together with the recent knowledge about PHD inhibition, clarify the
mechanism of reguiation of these enzymes. The characterization of HIF-hydroxylases
functioning could be of great interest not only in hypoxia-induced HIF but also in other
processes in which HIF has been involved such as inflammation, growth factors response, etc.
Even more, this information could be useful in case new targets of HIF-hydroxylases were
¡dentified in future.
Figure Legends
figure I. R59949 inhibits HIFs proteins but not their mRNA Ievels.293-T, UMRC 3.4 and
'86-O-WT10 were pretreated for 1 h with R59949 (+) (30|iM), or vehicle (-) (Me2 SO) an then
'tposed to hypoxia (Hx, 1%O2) or left in normoxia (N, 21%O2) during 5-6 h. After that, HIF-
a and HIF-2a protein level was determined by Western blot. As a loading control, the
nembranes were probed with an anti a-tubulin protein antibody. Here we show one
ePresentative experiment [upper panel). In parallel, the abundance of each HIFs mRNA was
determined by Q-RT-PCR as indicated under "Experimental Procedures". HIF-la and HIF-2(
amount was normalized by the contení of (3-actin in each case. The absolute valúes obtained i:
three independent experiments performed in duplicated and their average are shown.
Figure 2. The inhibition of HIF accumulation by R59949 is not observed in VHL-negativ
cells. 786-0 (A) and RCC (B) cells were grown to 90% of confluence in p6 multiwell píate;
Cells were pretreated with doses of R59949 from 10JJ.M to 40p,M as indicated, and then expose
to hypoxia (Hx, 1%, O2) or left in normoxia (N, 21%O2) during 5 h. After that, total cell extrac
were obtained and resolved by SDS-PAGE. To analyze the content of HIFs protein levéis
western blot was performed using specific antibodies. As a loading control, a-tubulin (A) or Sp
1 (B) were also probed in the same membranes. These results were obtained in four additioní
experiments. A representattve one is here shown.
Figure 3. HIF-VHL interaction is enhanced upon R59949 treatment. VHL-deficient cell
RCC10 (A) and 786-O-1-115 (B) were exposed to hypoxia (Hx, 1% O 2) or kept in normoxi
(N, 21%O2) during 5 h in the presence of R59949 (+) (30nM) or vehicle (-) (Me2 SO). Aftf
that, cell extracts were obtained ¡n IP-lysis buffer (Experimental Procedures) and supplied wit
the same amount of 786-O-WT8-VHL immunopurified protein. The VHL-H/F complexes w&
then coimmunoprecipitated, resolved by SDS-PAGE and analyzed by Western blot. The level
of HIF-la (A) and HIF-2a (B) bound to VHL were detected by immunoblot. A
immunoprecipitation loading control the membranes were also probed with an anti-VHL protei
antibody. A representative experiment from four performed is shown for each cell type.
Figure 4. PHD activity is stimulated by R599499 treatment. (A) Lysates from 786-O-WT
cells maintained in normoxia (N) and treated with 30 ^M of R59949 (+) or vehicle (-) (M<
SO) during 5 h, were used to determine PHD activity by an VHL capture assay as indícate
under Experimental Procedures. The same amount of lysates was assayed in parallel at botl
21% as well as 1% O2 concentraron. The amount of S35VHL captured by GST-HIF exposed I
lysis buffer was substrated from the rest of samples. We assigned the valué of 1 to the PH
activity level obtained when untreated normoxic lysates were assayed at 21% Oj concéntrate
and the rest of samples were normalized to this valué. To control linear conditions in these
assays, GST-HIF was exposed to double concentraron of control cell lysate, observing that
[°S]VHL was recovered about twice ¡n this case (data not showrt). Here we show one
representative experiment from additional four.
(B) 293-T cells were grown to 90% of confluence in piOO plates. Cells were pretreated with 30
jiM of R59949 (+) or vehicle (-) (Me2 SO), and then exposed to hypoxia (Hx, 1%, O2) or left in
normoxia (N, 21%O2) during 5 h. The PHDs mRNA level from these cells, was determined by
Q-RT-PCR as indicated under "Experimental Procedures". PHDs amount was normalized by the
content of p-actin in each case. Here we show one experiment performed in duplícate.
Figure 5. HIF transcriptional activity is blocked after R59949 trcatment of VHL negativc
cells. 786-0-1-115 VHL deficient cells were culrured to 90% confluence in p60 dishes. Cells
were pretreated with 30 \xM of R59949(+) or vehicle (-) (Me2 SO), and then exposed to hypoxia
(Hx, 1%, O2) or left in normoxia (N, 21%O2) during 5 h. Total mRNA was extracted and the
amount of PHD3 mRNA (upper panels) or PHD2 mRNA levéis (iower panels) in the different
treatments were determined by Q-RT-PCR. The valúes obtained were normalized by the content
of P-actin in each case. We assigned the valué of 1 to the normoxia untreated level and the other
samples were normatized to this valué. Here we show the average of two independent
-xperiments performed in duplícate.
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